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ABREVIATURAS 
 
ARN ó RNA: Acido ribonucleico 
ADN ó DNA: Acido desoxirribonucleico 
BHI: Agar infusión cerebro y corazón 
cDNA: DNA complementario 
CT ó CP: Ciclo del umbral o Punto de corte 
FRET: trasferencia de energía fluorescente mediante resonancia 
FSB: Fundación Salud Bosque 
HT: Hospital del Tunal  
HUS: Hospital universitario de la Samaritana 
LB: Medio de cultivo Luria Bertani 
MIC: Concentración mínima inhibitoria 
MMLV: virus Moloney, que produce la leucemia del ratón 
m RNA: RNA mensajero 
MRSA ó SARM: Staphylococcus aureus resistentes a meticilina 
MRSE ó SERM: Staphylococcus epidermidis resistentes a meticilina 
PBP2’ o PBP2a: proteína transpeptidasa de  unión a la penicilina 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 
PMN: polimorfonucleares neutrofilos 
qPCR: PCR en tiempo real 
REMA: Relaciones Microbianas y Epidemiológicas Aplicadas al Laboratorio Clínico y Molecular. 
iii 
RFLPs: Polimorfismo de longitud de los fragmentos de restricción 
RT-PCR: Reacción en cadena de la polimerasa -Transcripción Reversa 
SCN: Staphylococcus Coagulasa Negativa     
Taq: Es una enzima termoestable aislada de Termus aquaticus, una bacteria que soporta altas 
temperaturas; esta enzima promueve la síntesis de DNA. 
Tm: temperatura a la que el 50%  de la molécula de DNA está desnaturalizado.  
UCMC: Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca 
UCINs: Unidad de cuidados intensivos neonatales 
UFR: Unidad de fluorescencia relativa 
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RESUMEN EJECUTIVO 
En los últimos años se ha observado un importante incremento en la incidencia de microorganismos 
Gram positivos, especialmente de Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) (62.85%), (61) con 
una alta prevalencia del S. epidermidis como agente causal de infecciones en las unidades de 
neonatología (infecciones nosocomiales), las cuales son un asunto importante y critico  relacionado 
con altas tasas de morbilidad y mortalidad en neonatos de alto riesgo. Esto debido principalmente a 
la adquisición de mecanismos de resistencia y al uso de elementos invasivos, como catéteres y 
sondas (86). 
En los recién nacidos, especialmente en los prematuros, el riesgo de desarrollar infecciones 
nosocomiales (sepsis o bacteremia) es mayor,  especialmente durante una hospitalización 
prolongada, debido a la inmadurez del sistema inmune, daños en los mecanismos de defensa y 
factores de riesgo como bajo peso, y edad gestacional  menor a 32 semanas . Aproximadamente uno 
de cada seis neonatos desarrolla un episodio de bacteremia causada por S. epidermidis, aumentando 
la tasa de morbilidad y mortalidad. (132). 
Debido a la progresiva emergencia de la multiresistencia a antibióticos observada en S.epidermidis 
y a los escasos estudios realizados en nuestro medio acerca de la detección de los genes de 
resistencia a antibióticos en S.epidermidis, el  estudio y seguimiento de perfiles de resistencia 
bacteriana en las cepas aisladas en las unidades de neonatología,  contribuirá al esclarecimiento y 
control de la propagación de infecciones y  en la decisión de la terapia antimicrobiana.La resistencia 
bacteriana es  el mecanismo mediante el cual la bacteria puede disminuir la acción de los agentes 
antimicrobianos (133), el componente genético central  del mecanismo de resistencia en 
Staphylococcus a β-láctamicos , es el gen mec A, el cual codifica una proteína transpeptidasa de  
unión a la penicilina (PBP2’ o PBP2a), de 78kDa, la cual tiene baja afinidad por los β-láctamicos; 
una propiedad que se  traduce en  resistencia a estos antibióticos por parte de la familia de 
Staphylococcus, los cuales son capaces de vivir expuestos a altas concentraciones de estos agentes 
antimicrobianos (3, 35,41).  
 
En este estudio, a partir de pacientes infectados, hospitalizados en unidades de neonatología,  se 
determinó la presencia y expresión del gen mec A, utilizando la técnica de PCR convencional y 
PCR en tiempo real, para establecer mediante cuantificación absoluta y relativa, la concordancia 
entre la expresión de este gen y los perfiles  de susceptibilidad microbiana. El importante impacto 
que este estudio tiene para el diagnóstico de infecciones nosocomiales y la resolución de las 
discrepancias presentadas  entre el estudio genotípico y el estudio fenotípico de cepas causantes de 
sepsis neonatal,  hace  valiosa esta investigación, la cual se puede constituir en un modelo para 
extrapolar en diferentes entidades y comunidades hospitalarias. 
Objetivo del estudio: Establecer la concordancia  existente entre presencia/expresión del gen mec 
A y los perfiles de susceptibilidad microbiana a  antibióticos  β -láctamicos en aislamientos de SCN 
de unidades neonatales de tres hospitales en la ciudad de Bogotá. Métodología: Se utilizarón 
61cepas para detectar la presencia del gen mec A y 20 cepas para la PCR en tiempo real; se 
estandarizo la extracción de ARN, la trasncripción inversa en un solo paso y en dos pasos, la 
cuantificación absoluta y la cuantificación relativa para la expresión del gen mec A. 
ix 
 Resultados: El S.epidermidis fue el microorganismo más frecuentemente aislado, se hallo en un 
80.33%, con una prevalencia de la presencia del gen del 90%; Se determino que por cuantificación 
absoluta, la concentración del nùmero de copias para definir una cepa portadora del gen mec A  es 
de  1.02E+01 y  por cuantificación relativa, un  número de veces de la expresión del gen mec A por 
encima de los genes  normalizadores 16srRNA y tpi fue de 0.023. Conclusión: Existe concordancia 
moderada entre la presencia/expresión del Gen mec A y el perfil de suceptibilidad a antibióticos β-
lactamicos. 
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  1. DESCRIPCION DEL PROYECTO 
 
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
Existe concordancia entre el perfil de susceptibilidad a antibióticos β –láctamicos y la expresión del 
gen mec A en Staphylococcus coagulasa negativa determinada por PCR en tiempo real. 
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 1.2 JUSTIFICACIÓN  
Las infecciones nosocomiales son un problema relevante  de salud pública; su importancia clínica y 
epidemiológica  radica en que  condicionan altas tasas de morbilidad y mortalidad e inciden en la 
calidad y productividad de la población que afectan, a lo cual se suma el incremento en los días de 
hospitalización y por ende  los costos involucrados. 
Aunque la etiología bacteriana de sepsis y bacteremia neonatal varía de hospital a hospital y desde 
una comunidad a otra, el S. epidermidis en los últimos años ha emergido como el principal patógeno 
causal de sepsis tardía y bacteremias en  unidades neonatales especialmente en las unidades de 
cuidado intensivo.  
 Los neonatos, tras un periodo de hospitalización prolongado son susceptibles de adquirir 
infecciones  que implican el uso de terapias antimicrobianas que pueden generar resistencia 
bacteriana.  
La sepsis neonatal  es todavía una de las mayores causas de morbimortalidad neonatal, a pesar del  
mejoramiento en el manejo y  métodos diagnósticos de esta. En la era pre-antibiótica, la mortalidad 
de sepsis neonatal  excedía al 90%, pero con la disponibilidad de antibióticos se redujo del 10-50%. 
Un estudio previo de nuestro grupo  de investigación REMA (Relaciones Microbianas y 
Epidemiológicas Aplicadas al Laboratorio Clínico y Molecular), en el servicio de neonatología del 
Instituto Materno Infantil de Bogotá, encontró que durante el periodo comprendido entre febrero y 
diciembre del 2002 de un total de 4170 cultivos, 1097 fueron positivos y en este grupo el 64.33% 
correspondió a Gram positivos de los cuales el 49.50% fue SCN (Staphylococcus coagulasa 
negativa). Adicionalmente no se encontró asociación estadísticamente significativa entre los 
resultados de las pruebas de sensibilidad (MIC) y la presencia de genes que confieren resistencia a 
β-láctamicos.  
Por lo anterior expuesto, es necesario contribuir  con la contención de la resistencia bacteriana en 
infecciones nosocomiales, resolviendo las discrepancias entre los diagnósticos clínicos fenotípicos y 
genotípicos, para lo cual en  este estudio se determinará el perfil de la expresión de genes de 
resistencia a β-láctamicos (gen mec A) en aislamientos clínicos de  SCN  mediante la utilización de  
la PCR en tiempo real, considerada en la actualidad una  metodología de vanguardia rápida, 
sensible, específica y reprodúcible para el estudio de la expresión de genes. Así mismo, es un aporte 
para que los médicos tratantes establezcan la terapia antimicrobiana apropiada y por ende a reducir 
el uso indiscriminado de antibióticos, así como el consecuente impacto del desarrollo de la 
resistencia bacteriana en el medio hospitalario y la disminución en los costos de atención. 
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1.3 IMPACTO ESPERADO  
En salud (investigación aplicada) 
1. Contribución al diagnóstico de  infecciones nosocomiales causadas por SCN, permitiendo 
establecer terapias especificas, métodos de vigilancia, control y prevención en las unidades 
de neonatología. 
2. Utilización racional de antibióticos, prevención y tratamiento de infecciones nosocomiales. 
3. Mejoramiento de la calidad de vida de los neonatos mediante la vigilancia epidemiológica y 
microbiológica de las infecciones hospitalarias. 
En salud (investigación básica y clínica) 
1. Contribución al conocimiento microbiológico de la infección. 
2. Implementación de técnicas moleculares para la determinación de expresión de genes de resistencia a 
antibióticos. 
En la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca (UCMC) 
1. Posicionamiento de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca como institución 
generadora de conocimiento en el área de diagnóstico clínico, molecular en nuestro país. 
2. Fortalecimiento de la productividad académica de la Universidad Colegio Mayor de 
Cundinamarca con publicaciones científicas de calidad. 
3. Consolidación del semillero temático del grupo REMA (Relaciones microbianas y 
epidemiológicas aplicadas al laboratorio clínico y molecular), perteneciente al grupo Efrata 
del programa de Bacteriología y Laboratorio Clínico de la UCMC, mediante la 
participación de sus integrantes. 
4. Creación de alianzas estratégicas para optimizar los recursos económicos, la infraestructura 
y la formación de investigadores con entidades de orden nacional como la Universidad 
nacional de Colombia y hospitales con unidades de neonatología de Bogotá. 
Instituciones participantes 
Aplicación de los resultados del estudio en las diferentes unidades neonatales incluidas en 
el estudio y mejoramiento en el diagnóstico de las infecciones intrahospitalarias con base en 
la correlación clínica, patológica y la investigación básica y aplicada. 
1.4 USUARIOS DIRECTOS E INDIRECTOS POTENCIALES DE LOS RESULTADOS DE 
LA INVESTIGACIÓN. 
Usuarios Directos 
Médicos tratantes y recién nacidos hospitalizados en las unidades de neonatología en las diferentes 
instituciones participantes, con diagnóstico de infección por SCN. 
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Usuarios Indirectos 
Recién nacidos hospitalizados en otras instituciones diferentes a las participantes en este estudio. 
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 1.5 OBJETIVOS 
 
1.5.1 Objetivo General 
Establecer la concordancia  existente entre presencia/expresión del gen mec A y los perfiles de 
susceptibilidad microbiana a  antibióticos  β -láctamicos en aislamientos de SCN de unidades 
neonatales de tres hospitales en la ciudad de Bogotá.  
 
1.5.2 Objetivos  Específicos  
1. Determinar la presencia del gen mec A en los aislamientos de SCN de las unidades 
neonatales mediante PCR.  
2. Realizar la curva de población bacteriana, para la determinación de la  expresión 
temprana y/o tardía del gen mec A. 
3. Establecer condiciones experimentales y los controles óptimos para la utilización de la 
PCR en tiempo real en aislamientos clínicos de SCN, para  el estudio de la expresión  
del gen mec A 
4. Efectuar cuantificación absoluta y relativa de la expresión del gen mec A en 
aislamientos clínicos de SCN de las instituciones incluidas en el estudio. 
5. Correlacionar los resultados obtenidos de la presencia y expresión del gen mec A con 
los  con los hallazgos fenotípicos de susceptibilidad microbiana. 
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2. INTRODUCCIÓN 
 
Las infecciones nosocomiales son un problema de salud pública de gran transcendencia económica 
y social.En estás  se conjugan diversos factores de riesgo, siendo los recién nacidos  más 
susceptibles de adquirir este tipo de infecciones. Por lo tanto las instituciones de salud deben 
establecer mecanismos eficientes de intervención que permitan la aplicación de medidas 
preventivas y correctivas, encaminadas a la disminución de los factores de riesgo que inciden en la 
distribución y la frecuencia de dichas infecciones.  
El S. epidermidis   es el patógeno más frecuente aislado del grupo de los SCN, el cual  actualmente 
es el más importante agente causal de infección nosocomial,  esto debido principalmente al uso de 
elementos invasivos como catéteres y sondas y además a la  adquisición de mecanismos de 
resistencia. 
Se realizó el presente estudio para la determinación de la presencia y expresión del gen mec A en 
cepas de  Staphylococcus coagulasa negativa (SCN), aisladas en las unidades neonatales del  
Hospital de la Samaritana (HUS), el Hospital del Tunal y Fundación Salud Bosque. 
Este estudio se llevó a cabo por medio de la técnica PCR  en tiempo real, siendo un método útil para 
el diagnóstico, y pronostico,  presentando ventajas sobre otras  técnicas, por su rapidez alta 
sensibilidad y especificidad cuya aplicabilidad es significativa para el diagnóstico de las infecciones 
causadas por S. epidermidis y de esta forma  contribuir en la disminución  del uso inadecuado de 
antibióticos, reduciendo así  la tasa de morbilidad y mortalidad, beneficiando a la comunidad 
afectada. 
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3. ANTECEDENTES 
Las infecciones causadas por bacterias constituyen una causa importante de morbimortalidad a nivel 
mundial, afectando anualmente a más de 200.000 individuos en los Estados Unidos, siendo más 
frecuentes en países en vías de desarrollo y afectando principalmente a neonatos pretermino, (el tipo 
de infección más frecuente especialmente en pacientes inmunosuprimidos como es el caso de los 
neonatos pretermino), el principal patógeno aislado en hospitales en general y el  patógeno más 
involucrado  en sepsis, es el S. epidermidis,(1). 
Estudios en sepsis neonatal nosocomial mostraron que de los microorganismos Gram positivos 
aislados  en el 58.4% de los casos, es el S. epidermidis, y se ha observado el aumento de la 
resistencia a antibióticos por parte de este patógeno. Ya que desde la década 1960s se reconoció en 
las comunidades resistencia a meticilina y  durante los años 1980s la National Nosocomial Infection 
Surveillance, demostró un incremento significativo de infecciones nosocomiales causadas por  
Staphylococcus coagulasa negativo (SCN), en bacteremias de pacientes hospitalizados. Se ha 
demostrado que la prevalencia  de la resistencia del S epidermidis frente a los antibióticos β 
láctamicos es de  aproximadamente del 70% y un 96.25% son  resistentes a meticilina. (1, 2,3, 4, 
5,6). 
Los antibióticos β- láctamicos, que actúan inhibiendo la última etapa de la síntesis de la pared 
celular bacteriana, constituyen la familia de antimicrobianos más utilizada en la práctica clínica, se 
trata de compuestos de acción bactericida lenta, relativamente independiente de la concentración 
plasmática, que presentan escasa toxicidad y poseen un amplio margen terapéutico; pero la 
aparición de resistencias adquiridas ha limitado su uso empírico y su eficacia en determinadas 
ocasiones. (4). 
El primer estudio en caracterización molecular de  aislamientos de S. aureus resistentes a meticilina 
(MRSA), en Colombia se realizo con aislamientos provenientes de cinco instituciones (Hospital San 
Juan de Dios, Hospital San José, y Hospital Militar Central, Instituto Nacional de Cancerología), en 
Bogotá y Hospital de la Cruz Roja en Manizales), durante 1996-1998;se observo que estos 
aislamientos presentaban resistencia a multiples antibióticos entre los que se encuentran los 
antibióticos β láctamicos y fueron recuperados de pacientes de todas las edades.(7). 
Los  S. epidermidis y S. haemolyticus son usualmente  resistentes a múltiples antibióticos, con más 
del 80% de  resistencia a meticilina y el 50% son resistentes a otros antibióticos β láctamicos 
(8).Resultados similares se han encontrado en investigaciones en el Instituto Materno Infantil de 
Bogotá, (Colombia)donde la resistencia de los SCN a los β-láctamicos fue del 86,4% (1).Y a su vez 
se correlaciona con otros estudios en los que se reporta resistencia a penicilina y meticilina  es entre 
96 y 66%, respectivamente (5,6,9); y confirmando la importancia de realizar  investigaciones en 
resistencia antimicrobiana en unidades de neonatología. Por lo cual la rápida detección de las cepas 
de Staphylococcus resistentes a antibióticos  en el diagnóstico de laboratorio tiene gran importancia 
en la resolución de infecciones graves y la detección temprana es la mejor estrategia de seguimiento 
y control  de pacientes infectados por cepas resistentes a  antibióticos β-láctamicos. (10). 
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El diagnóstico microbiológico y bioquímico tradicional ha sido cuestionado recientemente  debido a 
las inconsistencias en su correlación clínica, epidemiológica y de análisis molecular, como se 
menciona en varios estudios en los cuales se  resaltan que este tipo de diagnóstico toma más tiempo 
para su realización entre 24 a 48 horas y se presentan un alto número de falsos negativos , resulta en 
una inaceptable baja sensibilidad (15-100%) y especificidad (11-100%), al compararlo  con técnicas 
como la PCR en tiempo real, la cual ostenta de una alta sensibilidad (93-100%) y especificidad 
(97.17-100%) (11); lo que es perjudicial para llevar acabo el adecuado tratamiento de pacientes con 
infección sistémica.(6,11,12,13,14,15,16,17).Incluso estudios realizados con PCR convencional 
para el  gen mec A muestran discrepancias entre el  estudio genotípico y el fenotípico lo que hace 
que sean revaluados por técnicas más sensibles que la PCR convencional.(10);y con técnicas 
moleculares diferentes a la PCR , como T-RFLPs también se observa que presenta mayor exactitud 
para la identificación de especies de Staphyloccoccus frente a otros métodos  de identificación 
convencionales (14). 
A su vez la falta de correlación estadísticamente significativa al comparar los estudios genotípicos y 
fenotípicos, como se observa en estudios en donde se comparan procedimientos fenotípicos y 
genotípicos para la confirmación de Staphylococcus coagulasa negativa (12). Por lo cual se ha 
hecho necesario estudios de la expresión génica, siendo esto muy útil para elucidar problemas de 
salud pública, como lo es la resistencia a antibióticos por parte de las bacterias afectando así gran 
parte de la comunidad de nuestro país y el mundo entero (18, 19,20). 
 Por lo tanto los estudios moleculares han surgido como la alternativa más promisoria para ser usada 
en el diagnóstico y la contención de la resistencia bacteriana. Dentro de ésta surgió la PCR en 
tiempo real  una poderosa herramienta eficaz y reproducible para el diagnóstico no solo del 
microorganismo causal, sino para el análisis de expresión  de genes establecida desde 1992 (13); 
genes  de resistencia  como el gen mec A de  S.aureus que confiere resistencia a meticilina; 
presentando esta técnica una sensibilidad del 93% y especificidad del 100%; contribuyendo a 
disminuir el tiempo de aislamiento, mejoramiento del tratamiento. (10, 16,17). 
Algunos autores consideran como técnica de referencia para la determinación de la resistencia a 
meticilina la detección del  gen mec A , ya que muchas cepas de Staphylococcus  expresan el gen 
mec A de forma heterogénea  y solo unas pocas colonias de una población bacteriana pueden ser 
PBP2a(proteína producto de la expresión del gen mec A y que determina la resistencia a meticilina) 
positivas, siendo esta heterogeneidad más común en cepas de SCN, que en cepas de S aureus; lo 
que hace que la detección fenotípica de la resistencia a meticilina sea en ocasiones problemática 
especialmente en SCN.(21). 
Aunque la normalización es esencial para compensar el error experimental que puede ser 
introducido durante el procedimiento, no hay un consenso acerca de la apropiada normalización de 
q RT-PCR .La estrategia más común es el uso de un gen de referencia interno llamado gen 
Housekeeping. (22). Para la cuantificación de la expresión de genes Housekeeping con PCR 
cuantitativa usando sondas (Taqman) , durante el crecimiento  in vitro y bajo diferentes 
condiciones, se ha desarrollado un test sensible, especifico y reproducible para el estudio de la  
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expresión de genes en Staphylococcus, y explorar la expresión de genes Housekeeping (gmk, 
DFHR, tpi, 16SrRNA y hsp-60) involucrados en el metabolismo en S. epidermidis y los cuales son  
referencia para el análisis  de la expresión de genes (22) ;estos estudios permiten de manera 
promisoria, aplicar esta tecnología para establecer certeros pronósticos sobre la agresividad de las 
cepas bacterianas en cuanto a la detección efectiva y cuantitativa  de genes involucrados en la 
resistencia bacteriana ,se ha evaluado su especificidad, sensibilidad y aplicabilidad  en la detección 
del gen mec A (23);la PCR en tiempo real  también se ha utilizado  para analizar la expresión de 
genes Housekeeping en S. aureus  que confieren resistencia a medicamentos. Los investigadores 
concluyen que esta técnica es apropiada para el análisis de la expresión de genes y puede ser 
subsecuentemente utilizado en ensayos para el desarrollo de medicamentos. (18). Esta metodología 
ofrece la ventaja  de una eficiente y rápida amplificación y la detección de genes Housekeeping en 
la misma PCR; el método es apropiado y bien caracterizado como se indica en una investigación en 
aislamientos de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), en un área de baja endemicidad. (24). 
En estas investigaciones se concluyó que la PCR en tiempo real como técnica diagnóstica provee 
más sensibilidad y rapidez, ostentando una sensibilidad del 98% y especificidad del 100%. La 
aplicación de este método en los laboratorios de  microbiología puede ser de gran valor para la 
identificación rápida de aislamientos de SCN y determinar los patrones de resistencia antibiótica a 
meticilina, así como también la resolución de discrepancias con la identificación fenotípica 
convencional. (10, 16,25).  
Hoy en día se ha determinado que la resistencia bacteriana no esta dada por la virulencia de un 
microorganismo, lo que hace más importante este estudio por que los SCN son menos virulentos 
que el S.aureus pero son más resistentes a los antibióticos, debido a que los SCN son un reservorio 
de genes de resistencia para el S.aureus, lo cual ha sido bien demostrado con el gen mec A.Y 
además  en los SCN  las estructuras del SCC mec son más diversas e incluyen ocho combianaciones 
de meccr,las cuales no se han descrito hasta el momento en S.aureus (6,26). 
  
El grupo de investigaciones REMA (Relaciones Microbianas y Epidemiológicas Aplicadas al 
Laboratorio Clínico y Molecular), de la facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Colegio 
Mayor de Cundinamarca ha venido abordando en los últimos cinco años el problema de resistencia 
bacteriana, creando alianzas estratégicas con la Universidad Nacional de Colombia, la Secretaria de 
Salud Pública y varios hospitales de tercer nivel, en Bogotá. Para ello está implementando una 
metodología de análisis molecular para establecer el pronóstico del comportamiento de las cepas 
bacterianas más prevalentes en infección nosocomial dentro de este contexto el estudio del perfil de 
expresión del gen mec A, causante de resistencia a antibióticos β- láctamicos, objetivo de este 
trabajo es que  sea un aporte significativo que se espera en los programas de contención de 
resistencia bacteriana. 
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 4. MARCO TEORICO 
 
4.1 GENERALIDADES 
Los Staphylococcus están entre las primeras bacterias que se reconocieron como patógenas y se 
describieron por primera vez a principios de la década de 1878 por Roberto Koch quien fue el 
primero en describir el Staphylococco en un pus humano, posteriormente Pasteur y Ogston 
mostraron que era patógeno para el ratón y cobayo. En 1884 Rosenbach describió dos especies 
Staphylococcus pyogenes aureus y Staphylococcus pyogenes albus los cuales son clasificados en 
dos géneros diferentes (Staphylococcus) de la familia  Micrococcacea En 1930 Julianelle introdujo 
la primera clasificación de los estafilococos basada en la estructura antigénica y en 1942 Fisk 
desarrolló un método de tipado por bacteriófagos. (27, 28,29) 
Las infecciones causadas por el Staphylococcus epidermidis y otros coagulasa negativa están  
involucrados con el uso de catéteres y dispositivos artificiales, lo cual hace a este germen más 
prevalente. (5, 6,8,). De  los Staphylococcus coagulasa negativa (SCN), el S epidermidis  es el más 
frecuentemente aislado  que coloniza la piel y las membranas mucosas del cuerpo humano y 
representa la mayor parte de la flora bacteriana normal del hombre. (2, 28, 30, 31) 
4.2 AGENTE INFECCIOSO 
En 1975, los SCN se diferenciaron del Staphylococcus aureus por la incapacidad de coagular el 
plasma. Los investigadores Kloos &Shelifer extendieron la clasificación y adicionaron siete nuevas 
especies incluyendo S. epidermidis y S. saprophyticus, actualmente existen 32 especies de SCN, de 
ellas 15 especies han sido aisladas en humanos (8,32). Siendo el más predominante S epidermidis, 
seguido de S. hominis, S. saprohyticus y S.haemolyticus (33). 
El Staphylococcus epidermidis pertenece al Reino Bacteria, Filum Firmicutes, Clase cocci, orden 
Bacillales, Familia Micrococcaceae, Genero Staphylococcus, Especie epidermidis (28). 
 CARACTERISTICAS 
Los estafilococos son bacterias esféricos Gram positivos que crecen agrupándose en racimos 
(griego, Staphyle <<racimo de uvas>>). Su diámetro varía de 0.5 a 1.5µm, crecen mejor en 
condiciones aerobias, pero son anaerobios facultativos; la temperatura optima de crecimiento es 30-
37oC. No son móviles y no forman esporas. Contienen en su ADN la unión G+C en el 39% de sus 
moléculas. (28,29). 
 
Fig. 1. Coloración de Gram de Staphylococcus epidermidis  
(http://student.ccbcmd.edu/courses/bio 141/labmanua/lab6/gpstaph.htlm). 
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IDENTIFICACION MICROBIOLOGICA 
Todos los Staphylococcus  producen catalasa,  se diferencian por la capacidad de no producir 
coagulasa, característica que lo diferencia del Staphylococccus aureus, el cual es coagulasa 
positivo. Entre la 32 especies de Staphylococcos coagulasa negativa, se han diferenciado por 
pruebas  de hibridizaciòn, grupos con 50% menos de homología del DNA son designadas como 
especies diferentes; las especies pueden ser  identificadas por pruebas bioquímicas. (8, 14,33). 
ESTRUCTURA BACTERIANA 
PARED CELULAR 
Las  células bacterianas tienen una pared celular que  protege la célula y mantiene su forma, se 
ubica adyacente al lado externo de la membrana plasmática y está compuesta por capas de 
peptidoglicanos.   La pared celular  se encuentra en  estado  permanente de biosíntesis, ensamblaje, 
desensamblaje y rotación. (34,35). 
La pared celular de las bacterias Gram positivas  se caracteriza por su alto contenido de 
Peptidoglucano que representa la mitad de la pared celular, lo cual le da más rigidez; constituido 
por puentes de N-acetil-glucosamina y N-acetil –murámico, entrecruzados por  puentes peptídicos;  
las cadenas de glucanos se entrecruzan  mediante puentes de glicina (pentaglicina); estos están 
unidos a la L-lisina y a la D-alanina, elementos involucrados en la transpeptidación. Se ha 
observado que  esta reacción en la pared celular  de bacterias Gram positivas es un mecanismo para 
el anclaje de proteínas de superficie. (29,36, 37, 38,39). 
El peptidoglicano posee una actividad tipo endotoxina, ya que estimula la producción de pirógenos 
endógenos, la activación del complemento, la formación de Interleucina -1 por parte de los 
monocitos y la agregación de leucocitos PMN (polimorfonucleares neutrófilos). (39). 
MEMBRANA CITOPLASMÁTICA 
La membrana citoplasmática se compone de un complejo de proteínas, lípidos y una pequeña 
cantidad de hidratos de carbono. Actúa de barrera osmótica para la célula y proporciona una 
sujeción para la biosíntesis celular y las enzimas respiratorias. (39). 
ESTRUCTURA ANTIGÉNICA 
Los antígenos Staphylococcus incluyen una gran variedad  de proteínas, ácidos teicoicos y 
polisacáridos. Varios de los antígenos Staphylococcicos particularmente los de la superficie celular, 
tienen interacción con el sistema inmune del huésped. (28, 29, 39,40). 
 Acido Teicoico de la pared celular, representa un 30-50% de su peso seco. Son polímeros 
fosfatos específicos de especie que se unen de manera covalente a residuos de ácidos-N-
acetilmurámico de la capa de peptidoglicano. En S. epidermidis, el acido teicoico, 
polisacárido B, es el responsable de la adherencia  a las células epiteliales e interviene en la 
unión de la bacteria a las superficies mucosas a través de  la fibronectina y el fibrinógeno. 
Aunque los ácidos teicoicos son poco inmunogénicos, estimulan la respuesta humoral e 
intensifican la activación del complemento. 
 
 Polisacáridos, están recubriendo la capa más externa de la pared celular estafilocócica, 
protegen a la bacterias al inhibir la fagocitosis de estos microorganismos por parte de los 
PMN.                                                11 
4.3 MATERIAL GENETICO 
El material genético es ADN circular; muchas bacterias poseen también pequeñas moléculas de 
ADN circulares llamados plásmidos, los cuales llevan información genética y  contienen genes que 
proporcionan algún beneficio  a la bacteria. Los plásmidos pueden transferirse de una bacteria a otra  
mediante los mecanismos de trasferencia genética en procariotas como son conjugación, aunque el 
mecanismo por el cual  los SCN transfieren el gen mec A, no esta completamente elucidado, la 
mayoría de los autores conciden con que este es el mecanismo de transferencia  (3,34,41).  
En la tabla 1 y figura 2. Se describen las características del genoma de cepas de SCN reportadas 
(42). 
Tabla No1.Genoma de S. epidermidis del aislamiento RP62A (biopelícula) y ATCC12228 (no biopelícula) (42). 
INFORMACION GENOMA 
(RP62A) 
CARACTERISITICAS INFORMACION GENOMA 
          (ATCC12228) 
CARACTERISITICAS 
Refseq.NC002976 Genes 2635  Refseq.NC004461 Genes 2495 
Gen Bank CP000029 Prot.codificadas: 2494 Gen Bank AE015929 Prot.codificadas:2419 
Long. 2,616,530 nt RNAs estructurales: 83 Long.2,499,279 nt RNAs estructurales:76 
Contenido de GC : 32% Pseudo-genes : 58 Contenido de GC:32% Pseudo-genes :Ninguno 
% Codificación 82% Otros : 14 % Codificación:83% Otros : Ninguno 
Topología. circular  Topología:Circular  
Molécula : DNA  Molécula:ds DNA  
 
 
Fig. 2. Genoma del Staphylococcus epidermidis cepa RP62 A de  2,6 Mb, esta es una cepa resistente a la meticilina y 
productora de biofilm. (43).  Se observa el cassette en el cromosoma mec  de Staphylococcus (SSCmec de color azul).             
                              
4.3.1CROMOSOMA Y RIBOSOMA BACTERIANO 
Aunque las bacterias no poseen un núcleo definido, el material genético se condensa en la región 
central de la célula (ADN 60%,30% RNA y 10% proteínas) (34). 
El material genético extra cromosómico corresponde a pequeñas moléculas circulares de DNA 
llamadas plásmidos, los cuales se replican autónomamente sin coordinación con la división celular. 
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El ADN plasmídico es abundante en todas las especies de SCN, pocos de los genes que codifican 
esos plásmidos se han identificado. La resistencia a antibióticos tales como penicilinas, macrolidos, 
lincosaminas, tetraciclinas, cloramfenicol, trimetoprim  y aminoglucósidos está asociada con 
plásmidos específicos-plásmidos de  Resistencia. Los plásmidos conjugativos confieren resistencia 
a estos antibióticos. La resistencia trasferida por plásmidos conjugativos puede explicar el 
incremento a la resistencia a antibióticos asociado a infecciones nosocomiales. (5, 34,44). 
Los genes que codifican para los ARN ribosomales 16S, 23S y 5S, se encuentran separados por 
regiones espaciadoras que muestran un alto grado de variabilidad en secuencia y tamaño, claro esta 
que a pesar de esta variabilidad el 16SrRNA es la macromolecula màs ampliamente utilizada no 
solo  para la clasificación e identificación bacteriana sino es el más utilizado como gen 
housekeeping para compararlo con genes de interés en la técnica qPCR. (45,46). 
4.4 RESISTENCIA BACTERIANA 
Los antibióticos  β-láctamicos, agentes bactericidas de amplio espectro y  baja toxicidad en 
eucariotas,  constituyen la familia más numerosa de antimicrobianos  usados ampliamente en la 
clínica. Actúan inhibiendo la última etapa de la síntesis de la pared celular bacteriana (síntesis del 
peptidoglicano), induciendo un efecto autolítico (4, 33, 47,48). La progresiva aparición de 
resistencias adquiridas ha limitado su uso empírico y su eficacia en determinadas ocasiones.  
En la década de los 1960s se ha incrementado la resistencia a meticilina, la cual es reconocida en la 
comunidad. La multiresistencia a los antibióticos por bacterias Gram positivas, especialmente el S. 
epidermidis, constituye un problema de salud pública en las unidades neonatales. (3,49); así 
mismo, las infecciones nosocomiales causadas por Staphyloccoccus multiresistentes en 
instituciones prestadoras de servicios de salud, restringen el uso de antibióticos disponibles 
para el tratamiento. (50). Los  S. epidermidis y S haemolyticus son usualmente  resistentes a 
múltiples antibióticos, con más del 80% resistente a meticilina y el 50%  a β -lactámicos. (8). 
Si bien la terapia antimicrobiana muchas veces esta dada por la observación médica hacia el 
paciente, donde los síntomas y signos de sepsis son importantes, también deben considerarse el 
número de hemocultivos positivos y la comparación de los resultados de los antimicrobianos. (51). 
No obstante, estos criterios en algunos casos  llegan a ser controversiales, debido a que los SCN 
puede sobrevivir y multiplicarse en presencia de los antibióticos, incrementando la resistencia 
bacteriana. Los SCN pueden desarrollar resistencia a los β -lactámicos por integración del Gen mec 
A al cromosoma bacteriano, mediante plasmidos, o por transposones. La resistencia cromosómica 
aparece por mutación, mientras que los plásmidos  y los transposones pueden ser autotransferibles 
entre bacterias (4).  
Por lo tanto es importante el estudio de genes de resistencia  para antibióticos β-láctamicos, donde 
se considera que el mecanismo implicado para adquirir la resistencia es el mecanismo denominado 
Modificación de las dianas: Los β- lactámicos deben unirse a las proteínas transpeptidasas de  
unión a la penicilina (PBP), para ejercer su efecto bactericida. Cambios a nivel de las PBP implican 
una pérdida de afinidad de los β lactámicos por ellas, con la consiguiente disminución de la 
actividad. Este mecanismo afecta principalmente a Gram positivos. (4). 
Se ha propuesto  en los últimos años un mecanismo de  resistencia contra  antibióticos β-láctamicos 
y glicopéptidos  que involucra modificaciones sutiles en la síntesis del peptidoglicano. (52). Uno de 
los mecanismos  de resistencia bacteriana recientemente descrita es la presencia de integrones y 
cassettes genéticos. (26,49). 
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4.5 GEN mec A 
El componente genético central  del mecanismo de resistencia a β-lactamicos en Staphylococcus es 
el gen mec A el cual codifica una proteína transpeptidasa de  unión a la penicilina (PBP2’ o PBP2a), 
de 78kDa, la cual inusitadamente tiene baja afinidad por los β-láctamicos; una propiedad que se 
interpreta como la resistencia a estos antibióticos por parte de la familia de Staphylococcus, los 
cuales son capaces de vivir expuestos a altas concentraciones de estos agentes antimicrobianos. (3, 
47, 53,54). 
Tabla No2 Mecanismo de resistencia a β-láctamicos (3). 
Antibiótico               Gen resistencia                Producto del gen          mecanismo resistencia              Localización     
β-lactámicos                   1) blaZ                      1) β-lactamasa           1) Hidrólisis enzimática                1) Pl:Tn 
                                                                                                              de núcleo de β-lactámicos          
                                        2) mec A                   2) PBP2a                   2) Reducción de la afinidad        2) C:SCCmec 
                                                                                                                  Por PBP. 
Pl: plásmidos; C: cromosoma; Tn: transposon. 
Las PBPs son enzimas unidas a la membrana que catalizan la reacción de transpeptidación que es 
necesaria para el entrecruzamiento de las hebras del peptidoglicano. Su actividad es similar a la 
proteasa-serina, desde la cual parece haber evolucionado. En varios estudios se determino que la 
estructura  de un derivado de PBP2a, a diferencia de otras PBPs en que el sitio activo bloquea la 
unión de todos los β-láctamicos, pero la reacción de transpeptidación procede. (3). 
El gen  mec A en los Staphylococccus, es de aproximadamente 2 kb, se encuentra integrado en el 
ADN cromosómico bacteriano y está asociado a secuencias de origen plasmidico (35), transposones 
y secuencias de inserción que contribuyen a expresar resistencia a los antibióticos β-láctamicos. 
Se ha reportado que el mec ADN es una nueva clase de elementos genómicos designados SCCmec 
(cassette en el cromosoma mec  de Staphylococcus), y han sido descritos VI tipos, y existen varios 
no descritos y nuevos los cuales están en estudio, varian en tamaño de 21-67 kb. (3, 6, 26,55).Se 
han descrito en función de las características de los genes ccr (codifican recombinasas responsables 
de  la integración y excisión), y secuencias adyacentes, así como la secuencia de la zona mec y sus 
genes reguladores; la magnitud epidemiológica de estas combinaciones aún no ha sido evaluada 
(26). También se diferencian según los determinantes genéticos adquiridos como resultado de la 
integración de plásmidos y transposones.( 48); así mismo, se han descrito un número determinado 
de variantes ó subtipos (IA, IIIA, IIIB, IVA, IVB, IVC, V, VI, VII). Diferenciados según el área 
geografica, se ha observado que las variaciones de país a país de  SCCmec influencian la 
sensibilidad a los antibioticos.Se  afirma que los tipos de  de SCN son más diversos que los 
SCCmec  e icluyen ocho combinaciones de  meccr las cuales no han sido descritas en S.aureus. 
Y que los SCN  son un reservorio de genes de resistencia para el S.aureus, la transferencia 
horizontal de genes desde los SCN a S.aureus ha sido bien demostrada para el gen mec A. 
(6,26).  
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Tipo I SCCmec: comienza su diseminación entre las cepas SARM,  tiene un tamaño de 34 Kb y está formado 
por el complejo de genes ccr tipo 1 (ccr A1, ccrB1) y el complejo mec clase B (mec A, mecR1 y una copia de 
la secuencia de inserción IS1272, IS1273. El único gen de resistencia que posee es el gen mec A. (48). 
Tipo II SCCmec: es frecuente entre las cepas de SARM de Japón, Corea y E.U. tiene 53 Kb y comprende el 
complejo de recombinasa tipo 2 (ccrA2, ccrB2), el complejo mec clase A (mecl, mecR1, mec A), la inserción 
IS43, el plásmido pub110 y el trasposon Tn554. (48). 
Tipo III SCCmec: se han descrito en los países europeos, Arabia Saudi, India, Singapur, Hong Kong, 
Australia y Nueva Zelanda. Tiene 67 Kb, lo componen el grupo de recombinasas tipo 3 (ccrA3, ccrB3), el 
complejo mec clase A, Tn554, pT181, Pl256 y las secuencias de inserción IS431 y IS256.También contiene 
una copia de genes ccr situada entre elementos IS431, lo que sugiere la posibilidad de que el tipo III SCCmec 
pueda derivar de la fusión en el pasado de dos elementos SCC. (48). 
Tipo IV SCCmec: contiene el complejo de genes ccr tipo 2 (ccrA2, ccrB2), el complejo mec clase B y la 
inserción IS1272. Tiene 21-24 Kb.  Es el elemento  más pequeño, lo que confiere mayor movilidad genética y 
no lleva factores de virulencia ni genes adicionales de resistencia para otros antibióticos que no sea meticilina. 
Se ha sugerido  que este tipo de SSC mec tipo IV se encuentra asociado a otras cepas  SARM, adquiridas en la 
comunidad; está documentado que es altamente prevalente entre aislamientos de S epidermidis (SERM), 
causantes de infección en 1970. (48,26). 
Tipo V SCCmec este posee un nuevo gen cc denominado ccrC.  Tiene 28 Kb Se ha encontrado en  Australia 
en un pequeño número de cepas SARM de origen comunitario y aun está en investigación. (48). 
Tipo VI SCCmec esta aun en nvestigación (26). 
Los tipos más pequeños, SCC mec I, IV y V, contiene solo genes reguladores para la resistencia a 
meticilina, por el contrario los tipos SCC mec II y III llevan elementos de trasposición y genes que 
codifican resistencia a antibióticos no β-lactámicos. 
La transcripción del gen mec A se produce cuando un  antibiotico β –lactámico  llega  a la célula y 
se une al dominio del receptor de unión a penicilina de la membrana citoplasmática codificado por 
el gen mecR1, desencadenando una señal que induce a la proteasa autocatalitica  a unirse a mecl, el 
cual esta bloqueando la región operadora de mec A. De ésta manera queda libre el operador de mec 
A siendo posible la expresión de PBP2a. 
 
Fig 3. Mecanismo de resistencia a metilcilina de Staphylococcus .Síntesis de PBP2a procede de la exposición de 
MecR1 al antibiótico. MecRI inactiva MecI permite  la síntesis de PBP2a. (3). 
En la Figura No 3  se muestra la inducción de la síntesis de PBP2a en Staphylococcus en la 
presencia de  β –lactamicos.1) La proteína de unión (mecI) - ADN  se une a la región operadora, así  
se reprime la transcripción del ARN desde mec A y mecR1 -mecI. En ausencia de β –lactamicos se 
expresa en todos los níveles.2) La unión del  β –lactamicos a la región transmembranal estimula  
mecR1 (actividad autocatalitica) (3). La activación de mecR1; inicia la transcripción de mec A y 
mecR1-mecI.4) La PBP2a disminuye la afinidad de los β –lactamicos por PBPs. 
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El gen mec A tiene dos genes reguladores: 
 El gen mecR1: regulador de la señal de transducción del gen mec A. 
 El gen mecl: Codifica la proteína represora de la transcripción del gen mec A. 
La expresión de la resistencia en el gen mec A es regulada por  mecI (represor que es transcripto 
desde mec A) y mecR1 (segundo gen del operón), regulan la respuesta de mec A a los β-lactámicos. 
(3,56).De hecho las secuencias de ADN unidas a los genes represores logran inhibir la activación de 
otros genes. 
El mecI Y BlaI (represor transcrito desde el BlaZ tienen efectos corregulatorios en la expresión de 
PBP2a y β –lactamasa. (3).La corregulación de mec A por ambos, MecI y BlaI, es bien demostrada 
en aislamientos de Staphylococcus; esto se explica por que  BlaI también se une a mecA-mecR1 
promotor-operador, regulando la expresión de PBP2a. (54,56). La secuencia homologa entre el 
mecI-mecR1 con blaR1-blaI (reguladores de genes) resulta en la inducción de la expresión  mec A 
como una vía alterna. (3). 
La secuencia homologa entre el mecI-mecR1 con blaR1-blaI (reguladores de genes) resulta en la 
inducción de la expresión  mec A como una vía alterna. (3). 
El control de la expresión de genes puede tener lugar en cualquiera de las diferentes etapas: 
transcripción, transducción y síntesis. Se presentan evidencias de que el mec A es regulado a nivel 
de la transcripción. La expresión fenotípica  de la resistencia a meticilina es variable en los 
diferentes aislamientos, dependiendo de la proporción de las células bacterianas que crecen  en 
concentraciones especificas de meticilina (3). 
La respuesta de ciertos aislamientos de Staphylococcus a meticilina es conocido que depende de 
factores ambientales, tales como pH, temperatura y osmolaridad, y en la adquisición de genes que 
controlan el mecanismo de resistencia como el Gen mec A. (57). 
4.6 PATOGENESIS  DEL  Staphylococcus coagulasa negativa 
Uno de los mayores retos del diagnóstico diario es distinguir entre los aislamientos SCN 
clínicamente significativos de los aislamientos contaminantes. Por lo cual es importante el 
conocimiento de la patogénesis de la infección por  SCN y particularmente enfocado en los factores 
de virulencia del S.epidermidis, el cual se considera como el mas prevalente en infección 
nosocomial. (58). 
4.6.1.1 PLASMIDOS  
La mayoría de Staphylococcus contienen un número de plásmidos los cuales son trasferidos por el 
mecanismo de transferencia genética (conjugación) entre las diferentes especies; este puede ser un 
mecanismo importante que determina la resistencia a antibióticos especialmente a los 
betalactámicos y aminoglucósidos. (8). 
4.6.1.2 TRANSPOSONES 
Algunos  Staphylococcus  poseen  transposones  que son elementos móviles que se desplazan de un 
sitio a otro del genoma, a través de un ADN intermediario donde se sitúan más o menos 
aleatoriamente y al insertarse en regiones codificantes pueden causar mutaciones e incrementar la 
variabilidad genética, siendo la principal fuente de polimorfismo vigente en la naturaleza. 
16 
Los transposones contienen por lo menos otro gen codificador de proteína, que por lo general 
incluye un gen de resistencia a antibióticos, confiriéndole ventajas al Staphylococcus. (34). 
4.6.2 FACTORES DE VIRULENCIA 
El Staphylococcus epidermidis no produce muchas toxinas; generalmente a este patógeno se le 
atribuye su habilidad de adherirse a  superficies y permanecer en un material extracelular protectivo 
(2). 
4.6.2.1 PROTEÍNAS DE SUPERFICIE 
Se encuentran en la superficie o en la matriz extracelular proteínas de unión al fibrinógeno (factor 
clumping); También poseen proteínas de unión a la fibronectina, vibronectina, laminina y colágeno. 
La importancia de las interacciones de estás proteínas en la patogénesis de los SCN es que actúan 
como adhesinas  permitiendo la colonización por parte de la bacteria, contribuyendo a la evasión del 
sistema inmune del huésped y así producir infección. (2, 59,60). 
4.6.2.2 POLISACARIDOS CAPSULARES 
Estos se encuentran en la superficie de los SCN son los factores de mayor virulencia. Es un 
exopolisacárido que puede evitar la fagocitosis del microorganismo por parte de los PMNs, además 
facilita la adherencia del microorganismo a la célula huésped y a los dispositivos protésicos. La 
adhesina del polisacárido capsular (PS/A), es asociado con adherencia y producción de glicocalix 
(slime),sustancia gelatinosa, compuesto de N-acetilglucosamina, constituido por dos fracciones 
polisacaridas y se denomina polisacárido de adhesión intercelular (PIA); sin embargo la 
inmunización con PS/A no protege contra la infección. (58, 59,61,). 
4.6.2.3 BIOPELICULAS 
Las biopelícula son  organizaciones microbianas (forma de crecimiento dinámico) que se adhieren a 
la superficie gracias  a la secreción de un exopolimero.           
Estas conformaciones microbianas presentan características como heterogeneidad metabólica, 
diversidad de microambientes, resistencia a antimicrobianos, tasas altas de trasmisión horizontal de 
genes, tasas de crecimiento altas y bajas, y capacidad de comunicación intercelular que las convierte 
en complejos difíciles de erradicar de los ambientes donde se establecen.(62).  
Ventajas de las biopelículas 
1. Eficiencia metabólica 
2. Protección en ambientes hostiles 
3. Expresión diferencial de genes en las diferentes regiones que conforman la biopelícula. 
4. Acumulación de bacterias en superficie (exudado de polisacáridos y glicoproteínas que 
forman las matrices). 
 
Los mecanismos mediante los cuales la biopelícula media la resistencia a antibióticos puede ser por 
penetración lenta e incompleta, por gradientes de concentración, en respuesta al estrés por cambios 
de temperatura, baja disponibilidad de oxígeno y daños en el ADN. (63,64). 
El S. epidermidis es uno de los microorganismos más estudiados por la capacidad de  formar 
biopelícula. (2, 59,65). 
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4.6.2.4 ENZIMAS EXTRACELULARES Y TOXINAS 
1. El S.epidermidis produce muy pocas  exoenzimas y toxinas. Una metaloproteasa de 32 
KDa y una cisteína con actividad proteasa; ambas proteínas tienen actividad elastasa. La 
cisteína proteasa degrada varias proteínas de la matriz del huésped y componentes del 
sistema inmune in vitro.  
2. Lipasas las cuales pueden ser importantes para la colonización. 
3. Enzimas modificadoras de ácidos grasos  (FAME), destruyen la propiedad bactericida de 
estos. 
4. La principal toxina del S.epidermidis es la δ toxina, esta es codificada por el gen hld 
localizado en el locus agr regulatorio. La δ toxina  causa la lisis de eritrocitos  porque forma 
poros en la membrana citoplasmática. La δ toxina también forma  parte del complejo 
polipeptidico inflamatorio, el cual puede ser llamado fenol-modulina soluble, ésta modula 
las citoquinas y el factor κВ producido en células de la línea de macrófagos. (2,61). 
 
4.6.3 INTERFERENCIA DE LOS FACTORES DE VIRULENCIA CON EL 
SISTEMA INMUNE  
 
Los componentes del sistema inmune del huésped contra el Staphylococcus incluye actividad 
dependiente de oxigeno (PMNs) y sistema independiente de oxígeno, tales como fosfolipasa A2, 
proteínas microbicidas plaquetarias y defensinas. Los factores responsables de la activación de la 
respuesta  inflamatoria aguda probablemente son los fragmentos de peptidoglicano y acido teicoico, 
en adición con la δ toxina pueden contribuir  a la inducción de shock séptico (8,66). 
 
Se ha encontrado que el S. epidermidis causa menos producción de macrófagos, proteína 
inflamatoria ά y IL-8 en neutrofilos humanos y pueden causar menos respuesta inflamatoria que el 
S. aureus; sin embargo el S. epidermidis  a nivel del epitelio, es mas eficaz para  colonizar  la piel 
del  hombre. 
 
En cuanto al slime (glicocalix) de la superficie del S epidermidis, esta sustancia  disminuye la 
capacidad fagocitica y demuestra que incrementa la respuesta quimiotáctica  en humanos PMNs y 
activa el estallido respiratorio. 
Las bacterias adheridas a la biopelícula son menos susceptibles a la fagocitosis y a la capacidad 
bactericida de los PMN y por ende reducen la respuesta inmune celular. (66). 
Los anticuerpos contra la pared celular del Staphylococcus están usualmente presentes en el plasma, 
lo cual explica el alto nivel de resistencia contra el Staphylococcus en la infección primaria y de 
hecho la infección solo ocurre en huéspedes predisponentes. (8). 
 
 
4.6.4 PERSISTENCIA INTRACELULAR 
 
Esta bacteria es capaz de persistir intracelularmente (reduciendo el metabolismo y aumentando la 
producción de factores de virulencia extracelulares), y así mantenerse en el interior, lo cual explica 
la infección en catéteres. (2, 61). 
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4.6.4.1 Factores de riesgo del huésped asociados a factores de virulencia: 
Entre los factores propios del  huésped que se asocian con severidad de la infección por SCN se 
puede tener en cuenta: 
1. Ser neonato prematuro (sistema inmune inmaduro, piel delicada). (64,65). 
2. Bajo peso al nacer. (<1500gr) (5, 6, 63, 67,86) (Falta de grasa subcutánea). (65). 
3. Nutrición parenteral y falta de lactancia materna. (46,49). 
4. Hospitalización prolongada en UCINs (>7 días) con prolongadas terapias de antibióticos. 
(8, 67,69). 
5. Ventilación mecánica (8, 61,70). 
6. Patología del tracto gastrointestinal. (71). 
7. Uso de catéteres (catéteres vasculares centrales de polietileno;(>7 días) y dispositivos 
artificiales. (2, 58, 69, 70, 72,73). 
8. Ser de genero masculino (70). 
9. Pacientes inmunocomprometidos. (2, 58,74).       
4.7 PATOGENIA 
Los SCN pueden causar  infecciones menores  ó mayores como: sepsis, bacteremia, infecciones del 
sistema nervioso central (SNC), infecciones respiratorias, infecciones del tracto urinario, peritonitis, 
osteomielitis, endocarditis, infección de injertos vasculares, infecciones oculares entre otros.(8,74). 
4.7.1 Staphylococcus coagulasa negativa e infección nosocomial 
El  S. epidermidis, requiere una predisposición del huésped  para dejar de ser un habitante de la 
flora normal de la piel a ser un agente infeccioso y así ser descrito como oportunista. (2,45). 
 En los recién nacidos (RN) el riesgo de infección es mayor, debido al bajo peso y a sus 
características inmunológicas. Aproximadamente uno de cada seis neonatos de bajo peso, 
desarrollan un episodio de bacteremia causada por S.epidermidis aumentando la tasa de morbilidad 
y mortalidad, estancias hospitalarias y costos en el tratamiento. (75,76). 
El S. epidermidis es el principal agente infeccioso en pacientes comprometidos como (abuso de 
drogas, pacientes bajo terapia inmunosupresora, SIDA, y recién nacidos prematuros). La puerta de 
entrada en el cuerpo de humano en estos casos es usualmente los catéteres intravasculares. (2). 
4.7.2 Sepsis Neonatal  
La sepsis neonatal es la presencia del síndrome  de respuesta inflamatoria sistémica asociada a 
infección, acompañado de bacteremia en el primer mes de vida, de acuerdo con el momento de 
inicio se ha clasificado en sepsis temprana y tardía. Los SCN son los patógenos más prevalentes que 
causan sepsis tardía  en  unidades de cuidados intensivos neonatales (UCINs), (19,71, 72, 77). 
La sepsis bacteriana es la principal causa de morbilidad y mortalidad neonatal; particularmente en 
neonatos pretermino y de bajo peso al nacer. Estudios en Estados Unidos  demuestran una 
incidencia de 3.5 casos por 1.000 nacidos vivos; 16% de esos pacientes mueren. (11, 19,78). 
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En un estudio se describe un nuevo síndrome de sepsis caracterizado por significante morbilidad y 
persistencia de bacteremia y severa trombocitopenia, a pesar de la terapia agresiva antibiótica y no 
se identifica el foco de infección (persistencia en ausencia de caterización venosa central). (72).por 
lo cual puede ser posible que algunos aislamientos pueden adquirir la capacidad de persistir bajo 
diferentes condiciones. (72). 
4.7.3 Bacteremias 
La  Bacteremia permanece como una causa significante de morbilidad y mortalidad. En solo  E.U se 
estima que  al año ocurren 200.000 casos de bacteremia, con una tasa de mortalidad del 50%.(8). 
Los pacientes inmunosuprimidos, así como pacientes con uso de catéteres endovenosos o 
dispositivos protésicos  son los de mayor riesgo de bacteremia causada por S.epidermidis. (79). 
A pesar de su alta frecuencia de SCN  como contaminante  en  hemocultivos de 25-74%; el 
S.epidermidis  es un patógeno muy importante causal de bacteremias nosocomiales. (8). 
4.7.4 Endocarditis 
Endocarditis es la infección e inflamación de la membrana que recubre las cavidades y válvulas del 
corazón. Puede ser aguda, si aparece de forma brusca y puede causar la muerte en pocos días (30). 
 
El S.epidermidis es el SCN predominante, como agente causal de endocarditis  en  pacientes con 
prótesis valvulares. (8,80), aunque también pueden infectar válvulas cardiacas naturales, si hay 
(malfomación congénita, daño posterior a la afección cardiaca en la fiebre reumática). (29); 51% 
son SCN resistentes a meticilina. (80). 
4.7.5 Infección en catéteres intravenosos 
S.epidermidis es reportado como el microorganismo más común que infecta catéteres intravenosos 
(2,6, 52, 56,104).Estudios  en los que se evalúan catéteres de hiperalimentación, líneas intravenosas 
periféricas, catéteres para plasmaferesis o hemodiálisis, de un 12-37% de todos los catéteres 
insertados son infectados con S.epidermidis. (8). 
4.8 METODOS DE DIAGNOSTICO 
4.8.1 DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO 
Los Staphylococcus crecen  en agar sangre, en presencia de un 7.5% de NaCl. Los medios 
selectivos contienen sal y manitol, y en algunas ocasiones tienen antibióticos; estos medios 
selectivos inhiben el crecimiento de bacterias Gram Negativas. La tinción de Gram mostrara la 
morfología característica. 
Identificación del S.epidermidis por el sistema API, para la identificación de Staphylococcus, 
Microccoccus y géneros relacionados es una prueba basada en reacciones enzimáticas. (Biotipaje). 
La prueba sensibilidad a antimicrobianos, es una de las pruebas fenotípicas más utilizadas para 
determinar sensibilidad o resistencia a diferentes antibióticos  en S epidermidis; sin embargo estas 
pruebas no tienen una gran capacidad de discriminación y tan solo son útiles cuando dos cepas 
poseen un patrón de sensibilidad antibiótica o un perfil bioquímico diferente. (29,81).Los sistemas 
manuales  y automatizados  de identificación tienen una concordancia entre 60 y 98%. (31). 
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El  surgimiento de los SCN como patógenos humanos y el incremento de la resistencia a los 
antibióticos, ha requerido el desarrollo de métodos rápidos y confiables de tipificación para 
establecer un conveniente control de infecciones, que permita valorar la eficacia de la terapia de 
pacientes infectados o colonizados, así como la variabilidad de expresión fenotípica.(20).Entre los 
criterios para la evaluación de  los métodos de tipificación esta la reproducibilidad, estabilidad, 
poder discriminatorio, concordancia epidemiológica y aplicabilidad a una apropiada colección de 
cepas. (82). 
Por lo mencionado anteriormente  los métodos moleculares para la caracterización del 
Staphylococcus y de las subespecies como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 
hibridización de ADN genómico y análisis de ribotipificación, ofrecen mayor reproducibilidad, 
sensibilidad y especificidad, que los métodos convencionales. (6, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,31). 
4.8.2 DIAGNOSTICO MOLECULAR 
La RT-PCR y q PCR son técnicas moleculares para el  diagnostico de Staphylococcus 
coagulasa negativa. 
4.8.2.1 RT-PCR (TRANSCRIPCION REVERSA)  
En la aplicación de la PCR para el estudio de RNA, las muestras de RNA son transcriptas a cDNA, 
el DNA provee el molde  necesario para la polimerasa termoestable, esto es lo que se conoce con el 
nombre de Transcripción  reversa. (83).  
El paso de convertir el RNA en c DNA es primordial  y afecta  la variabilidad y falta de 
reproducibilidad en experimentos utilizando q PCR (PCR en tiempo real).Esto se debe a varias 
razones: (84). 
1. Primero, el estado dinámico de la célula hace inevitable una variación 
inherente del RNA, en muestras biológicas. 
2. Segundo, la purificación del RNA puede variar la calidad del RNA y una 
vez extraído este es muy inestable. 
3. Tercero, la eficiencia de la conversión de RNA a cDNA es dependiente 
de la abundancia del RNA. Lo que significa que  disminuye  cuando la cantidad de RNA 
seleccionado es bajo, y es negativamente afectado por productos no específico 
(background) de ácidos nucleicos presentes en la reacción RT. 
4. Cuarto, las diferentes preparaciones para obtener c DNA, como el uso de 
random iniciadores, oligo-dT, combinación de  estos, y iniciadores específicos los cuales 
son utilizados en un 20% en los ensayos de RT; este ultimo,  provee resultados específicos 
en la síntesis de c DNA y gran sensibilidad en los ensayos cuantitativos. 
 
4.8.2.2 qPCR (PCR en tiempo real) 
La evaluación de la expresión génica es difícil de obtener mediante los métodos clásicos, requiere 
de una gran cantidad de mRNA que es difícil de obtener cuando el número de muestras es limitado, 
o cuando el material biológico es una población de diferentes tipos celulares. (85). 
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Aunque la PCR ha tenido un fuerte impacto en está área, su uso en la cuantificación de la expresión 
génica ha sido problemática, principalmente debido a la naturaleza exponencial del PCR , donde 
pequeñas diferencias en la eficiencia de la amplificación pueden alterar de manera significativa el 
rendimiento del producto de la amplificación (amplicón). 
Recientemente ha sido introducida una nueva tecnología que permite la cuantificación precisa de 
los amplicones durante cada ciclo de la PCR, es la PCR en tiempo real desarrollada por Higuchi et 
al. En el año 1992 (84,85, 86).En la PCR a tiempo real, los procesos de amplificación y detección se 
producen de manera simultánea en el  mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna acción 
posterior. 
Además mediante la detección por fluorescencia se puede medir  durante la amplificación la 
cantidad de ADN o ARN sintetizado en cada momento, ya que la emisión de fluorescencia 
producida en la reacción es proporcional a la cantidad de (DNA o RNA) formado, lo que permita 
conocer  y registrar en todo momento la cinética de la reacción de amplificación. (86,87). 
El equipo para realizar la  técnica es un sistema  que supera la capacidad del termociclador clásico, 
ya que la detección del sistema incorpora módulos ópticos que son capaces de detectar secuencias 
seleccionadas marcadas con fluorocromos; la cuantificación de la muestra por qPCR incrementa la 
fiabilidad del análisis de la expresión del gen. (88). 
Los  sistemas de detección por fluorescencia empleados en a PCR en tiempo real, pueden ser 
agentes intercalantes y sondas especificas  marcadas con fluorocromos. 
4.8.2.2.1 Agentes intercalantes   
Son fluorocromos que aumentan notablemente la emisión de fluorescencia cuando se unen a DNA 
de doble hélice. El más empleado es el SYBR Green I. El incremento de cada DNA en cada ciclo se 
refleja en un aumento proporcional de  la fluorescencia emitida. 
 
 
Fig 4. SYBR Green. Acción intercalante a lo largo de la cadena de DNA emitiendo fluorescencia (89). 
Este sistema  de detección tiene la ventaja de que la optimización de las condiciones de la reacción 
es fácil y más económica que las sondas específicas; para mejorar la especificidad se deben emplear 
condiciones de reacciones óptimas  y una selección cuidadosa de los iniciadores para disminuir el 
riesgo de la formación de dímeros. (90,91). 
 Además, es recomendable iniciar la reacción de síntesis de ADN a temperaturas elevadas (hot-start 
PCR). La mayoría de los equipos para PCR en tiempo real tienen la posibilidad de determinar la 
temperatura de fusión de los fragmentos amplificados (Tm =temperatura a la que el 50%  de la 
molécula de  ADN está desnaturalizado).Cada fragmento amplificando tiene una Tm característica, 
que depende sobre todo de su longitud y de la composición de sus bases; esta aplicación permite 
comprobar, la especificidad de los fragmentos detectados en la PCR. (87).  
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4.8.2.2.2 Sondas de 
hibridación específicas 
Son sondas marcadas con dos tipos de fluorocromos, un donador y un aceptor. El proceso se basa 
en la trasferencia de energía fluorescente mediante resonancia (FRET), entre las dos moléculas. Las 
más utilizadas son las sondas de hidrólisis, denominadas también sondas TaqMan, las sondas 
molecular beacons y las sondas FRET. (87). 
4.8.2.3 Sondas de 
hidrólisis 
Son oligonucleótidos marcados con un fluorocromo donador en el extremo 5´, que emite 
fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo 3´ que absorbe la fluorescencia liberada por 
el donador. Para esto las moléculas donadora y aceptora deben de estar especialmente próximas y el 
espectro de la primera se debe solapar con el espectro de absorción de la segunda. 
Mientras la sonda esta intacta, la fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor; 
sin embargo durante la amplificación de DNA diana, la sonda se hibrida con su cadena 
complementaria, al desplazarse a lo largo de la cadena, en su acción de síntesis, la ADN polimerasa 
de Thermus aquaticus que tiene actividad 5´exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5´de la sonda, 
produciendo la liberación del fluorocromo donador,y como el donador y el receptor están separados 
,la fluorescencia emitida por el donador es captada por el lector.(6,40,87). 
 
Fig.5. Mecanismo de sondas de hidrólisis. (89). 
4.8.3 Opciones de los equipos de  PCR en tiempo real  
4.8.3.1 Amplificación y detección de ADN o ARN diana en la muestra.                                                                                                                             
1. Curvas de amplificación 
 
Fig 6. Curva de amplificación  de PCR en tiempo real. (RFU Vs No de Ciclos)(Rodríguez M. 200.9.Tesis de  maestría). 
23 
Fase Línea Base 
Fase exponencial temprana 
Fase logarítmica  lineal 
Fase plateau 
5’Fam 3’ TAMRA 
En la figura No 6, se observa la curva de amplificación de PCR donde se grafica la acumulación de 
la emisión de  fluorescencia en cada reacción de ciclo, y esta puede ser clasificada en cuatro fases: 
1. Fase línea base: Nivel basal de fluorescencia definido durante los ciclos iníciales de PCR. 
2. Fase exponencial temprana: La fluorescencia supera el umbral 
3. Fase logarítmica lineal: Duplicación exacta del producto en cada ciclo (óptima 
amplificación). 
4. Fase plateau: La reacción se detiene, los reactivos son consumidos (punto final ó meseta) 
(86, 92,93).   
    
 
Fig 7. Curva de amplificación de PCR en tiempo real (Fluorescencia Vs No de ciclos) (Rodríguez M.2009.Tesis de 
Maestría). 
En la figura No 7 se observa  otros dos parametros  importantes en la curva de amplificación que 
son: 
1. Umbral o Threshold: Nivel de fluorescencia fijo por encima de la línea base 
2. Ct ó Cp: (Ciclo del umbral o Punto de corte), ciclo en el cual la fluorescencia supera el 
umbral y es detectada. El Ct es inversamente proporcional a la concentración inicial de 
DNA o RNA diana presente en la misma.  
Los datos que se reúnen desde estas fases son importantes para calcular los Ct, y la eficiencia de la 
amplificación.  
2. Cuantificación del DNA ó RNA diana en la muestra. Se puede cuantificar la concentración 
inicial de  DNA o RNA de manera muy sencilla, añadiendo estándares (muestra de concentración 
conocida) y crecientes de DNA o RNA, para realizar la curva  patrón ó Estándar en la tanda de 
amplificación. 
En la PCR a tiempo real  el programa informático va registrando el incremento de la fluorescencia 
(proporcional al aumento de DNA o RNA) en cada ciclo y está información se refleja gráficamente 
en curvas de cinética de la reacción para cada una de las muestras y controles. 
Así se puede controlar la amplificación en las fases iníciales, cuando la concentración de los 
reactivos  todavía no es limitante  y el efecto de la variabilidad en la eficiencia de amplificación  es 
menos importante.  
Para cada muestra el programa informático calcula el número de ciclo en el que el lector empieza a 
detectar un incremento de fluorescencia significativo, con respecto a la señal base. A mayor 
cantidad de blanco de amplificación la señal la fluorescencia es detectada en un número menor de 
ciclos. (94).  
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Los  Ct  para cada cantidad de  DNA o RNA  Vs el logaritmo de la concentración de DNA o RNA  
son inversamente proporcionales. La inclinación de la curva es determinada y la eficiencia de la 
PCR es calculada utilizando el software (proporcionado por la casa comercial en uso), con la 
siguiente formula: 
E = 10(-1/pendiente);  la E =2. (Se admiten valores entre 1.5 y 2.0) 
Con las concentraciones previamente conocidas de los controles externos y sus  Ct 
correspondientes, se  hace la curva estándar, interpolando en ellas los valores de los Ct de cada 
muestra problema  y así  se puede inferir la concentración de DNA o RNA inicial. 
4. Análisis de 
curvas de disociación: 
Al utilizar como agente químico para la PCR en tiempo real el SYBR Green, se debe realizar la 
curva de disociación, para comprobar la especificidad de los fragmentos detectados en la PCR (87). 
La curva de disociación se  basa en un gradiente de temperaturas crecientes después de la PCR para 
monitorizar la cinética de disociación de los fragmentos amplificados. Así se puede determinar la 
Tm de los amplicones. Mediante esta aplicación puede determinar Tm de los amplicones para 
comprobar  su especificidad. (87).      
Utilizando la curva de disociación, se detecta la amplificación del blanco DNA o RNA, se 
diferencia los dimeros de primers del producto amplificado, como se observa en la figura No 8, el 
producto amplificado con una Tm de 82, si fuera dimeros de primers se observaría una derivada con 
una Tm entre 70-75. 
 
      
 
 
 
Fig 8. Curva de disociación para SYBR Green. (Rodríguez M.2009.Tesis de Maestría). 
4.8.4 Normalización  
Los datos de la expresión de genes normalizadores son utilizados para corregir la variación muestra-
muestra; es necesario  para compensar el error experimental.  
Los resultados de qPCR son normalizados contra un gen control que puede también servir como un 
control positivo para la reacción. El gen control ideal puede ser expresado en  diferentes 
condiciones experimentales incluyendo diferentes tejidos o tipo de  células. Por esto es necesaria 
que la expresión del gen sea conocida bajo diversas condiciones experimentales. Esto es necesario 
para validar la estabilidad de la expresión  de un gen control, para los requerimientos específicos de 
un experimento y usarlo como normalizador. (40,93).El gen normalizador debe tener características 
como: 
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Melt 
Temp. 
82,00 
82,50 
82,50 
82,50 
82,50 
82,50 
82,50 
82,50 
82,50 
82,50 
1. La expresión del gen debe ser estable bajo diferentes condiciones. 
2. La expresión no debe ser  muy diferente del gen blanco 
3. La estabilidad y tamaño debe ser parecido a los genes de interés. 
4.8.4.1 Genes Housekeeping (m RNA): Los genes Housekeeping: son un grupo de genes que 
se expresan en todas las células del organismo y codifican para proteínas que son esenciales para el 
funcionamiento general de las células. Genes que tienen estabilidad en su expresión por lo cual son 
utilizados como normalizadores. (93).        
Recientes estudios muestran que la expresión de muchos genes que son usados como 
normalizadores en experimentos en q PCR es influenciado por  la actividad metabólica, fases de 
crecimiento y condiciones experimentales. (18).Por lo cual la normalización con un único gen 
Housekeeping puede falsear los resultados (93). 
Recientes estudios proponen el uso de dos o más genes normalizadores. (18). 
Genes que se han estudiado durante crecimiento in vitro y bajo diferentes condiciones  para 
determinar cuales pueden ser utilizados como normalizadores para la expresión de genes en 
Staphylococcus epidermidis son: 
1. Gen 16S rRNA: La subunidad del ribosoma 30S contiene, el ARNr 16S y 21 proteínas 
diferentes.  16S rRNA un polirribonucleòtido de aproximadamente1.500 nt, codificado por 
el gen rrsC también denominado ADN ribosomal 16S (ADN 16S). Es parte esencial  del 
complejo ribosomal .Es el paso limitante en la síntesis de proteínas (18). 
La concentración celular de ribosomas es proporcional a la síntesis de proteínas total y así a 
la actividad metabólica celular. Por lo cual es un buen marcador del contenido ribosomal. 
La estabilidad excepcional de los transcriptos del gen 16S rRNA, son bien reportados en 
varios estudios, donde el 90% de todos los transcriptos  durante la fase logarítmica, tiene 
una estabilidad hasta por 3 horas, otros estudios muestran que se ha encontrado inclusive en 
células muertas. (18, 22, 90,96). 
2. Gen  gmk: Es un gen con 2937 pares de bases, ADN lineal, codifica una enzima esencial  
para la guanosina (guanilato kinasa) para la síntesis   de ácidos nucleicos. Es un 
componente del metabolismo celular bien conocido. La enzima guanilato quinasa cataliza la 
transferencia  de un grupo fosfato terminal de ATP al aceptor molecular GMP. Es esencial 
para el crecimiento de la bacteria. (90).En diferentes estudios se ha encontrado que el gen 
gmk varía considerablemente bajo diferentes condiciones. (18, 22, 23, 88,90). 
3. Gen tpi: Es un gen con 3373 pares de bases, ADN  lineal. El tpi representa un gen 
Houeskeeping vital, el producto de el gen es (triosfosfato isomerasa), esencial para el 
metabolismo de la glucosa, es una enzima  que cataliza la conversión de dihidroxiacetona 
fosfato y D-gliceraldehido de 3—fosfato, pasos secuenciales en el metabolismo de los 
carbohidratos, glicolisis.Las secuencias que  codifica este gen tanto en eucariotas como en 
procariotas son altamente conservadas entre especies distintas filogenéticamente. (22,90, 
97,98). 
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4. Gen DFHR: (Dihidrofolato reductasa): Es un gen con 3309 pares de bases, DNA lineal 
Es esencial para la síntesis del ácido fólico. Esta enzima es clave  en el camino del 
tetrahidrofolato, que es necesario para mantener el pool celular de H4F y sus derivados, el 
cual es esencial como cofactor en la biosíntesis de las purinas, timidilato y varios 
aminoácidos.Esta enzima es blanco de un grupo de drogas antifolatos, tales como el 
metrotexato, trimetoprim (TMP) y piremetamina, que es usada como antitumor y agente 
antimicrobiano. (22, 90,99). 
 
La regulación de la actividad  metabólica de genes housekeeping es un proceso muy dinámico  que 
es capaz de incrementar o disminuir la expresión del gen de acuerdo a la situación. El gen 16S 
rRNA, es uno de los genes más utilizados como normalizadores; se ha reportado que la cantidad de 
mRNA de 16S rRNA por célula bacteriana es mucho más grande que otro mRNA  en cualquier 
punto de tiempo; así mismo está presente tanto en células vivas como muertas y  es el gen que 
presenta  menor grado de contaminación (1%) con ADN tanto en  fase exponencial y la fase 
estacionaria. (22).                      
Por otra parte el gen tpi  puede ser utilizado como  normalizador, para este estudio, además del gen 
16S rRNA. (22). 
4.8.5 Controles 
Son  utilizados para asegurar  la integridad de cada paso. Si es posible, se deben usar todos los 
controles mencionados a continuación, pero cabe destacar que algunos de estos cumplen funciones 
similares. Así mismo por cuestión de costos se pueden emplear solo un control interno 
(Normalizador) y el control positivo. (40,93). 
1. Control interno  
2. Control positivo ó externo 
3. Control negativo  
4. Control ambiental (tubo con la mezcla de PCR que se deja abierto en el cuarto de pre-PCR para 
detectar posible contaminación  de DNA en el ambiente).  
4.8.5.1 Control Interno 
El control interno (CI) se usa principalmente para aumentar la confiabilidad de los ensayos, por que 
se logra la detección de falsos negativos que se pueden dar por ensayos fallidos o inhibición de la 
reacción. (93).  
Se define como una secuencia de DNA o RNA que genera productos de PCR que pueden ser 
diferenciados de aquellos productos que se generan a partir de DNA blanco o DNA del organismo 
que se esta estudiando, así el control interno tiene la ventaja que es co-amplificado con el DNA 
blanco en el mismo tubo y de esta manera esta PCR dúplex puede ser usada para determinar si cada 
reacción de PCR está funcionando adecuadamente. (93). 
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El control interno nos puede decir: 
1. Si la PCR esta funcionando en ese tubo, para esa reacción, en ese momento especifico, ya 
que esta monitoreando si existe algún inhibidor de la PCR, una mal funcionamiento del 
instrumento y  monitorea la actividad de la DNA polimerasa. 
2. Si la muestra es realmente positiva o negativa. 
El control internos más usados  para la qPCR, es un plásmido que contiene una secuencia diferente 
del DNA que se va a estudiar, la idea es buscar secuencias de organismos distantes 
filogenéticamente. Estos plásmidos pueden ser adicionados a la mezcla de PCR una vez se va a 
iniciar la reacción o directamente a la muestra clínica.También se suele utilizar productos de PCR 
de un organismo distante filogenéticamente. 
Recomendaciones para un óptimo control interno y su uso en el diagnóstico: (93). 
1) El ADN blanco y el control interno  no deben compartir los mismos iniciadores.  
2) El producto amplificado del  control interno debe ser fácilmente distinguible del producto 
amplificado del ADN blanco. 
3) No es estrictamente necesario que la eficiencia de amplificación del DNA blanco y del  
control interno sea idéntica. Un experimento es necesario para mostrar la eficiencia de 
amplificación de los dos DNAs durante la PCR. 
4) La longitud del DNA del control interno debe ser mayor a la longitud del templado de DNA 
blanco para asegurar que la competencia de la reacción tienda más hacia el último. 
Es importante que el control interno amplifique, usando el mismo programa con el que 
amplifique el templado blanco.Como se muestra en la tabla No3, el control interno siempre 
debe producir una señal positiva siempre que una muestra sea negativa y en el caso que la 
muestra sea positiva, el control interno puede o no amplificar dependiendo de la cantidad de 
templado de ADN ó ARN que haya en el organismo. (93) 
Tabla No3.Interpretación de los resultados de la PCR en tiempo real (DNA del organismo Vs. Control interno). (93). 
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ADN 
Organismo 
 
Control 
Interno 
 
Interpretación 
de           
Resultados 
Positivo Positivo Positivo 
Negativo Positivo Negativo 
Positivo Negativo Positivo 
Negativo Negativo Inválido 
4.8.5.2 Control positivo ó externo:  
No permite verificar la reacción individualmente, la reacción se da en un tubo diferente, por cada 
muestra se debe usar un control positivo, cuando hay manejo de  altos numero de muestras aumenta 
los costos, no revela la ineficiencia en la extracción de DNA o RNA. 
4.8.5.3 Control Negativo: Se puede utilizar otro organismo relacionado con el organismo en 
estudio que no  tenga la secuencia de interés  a amplificar. O también se puede utilizar agua o buffer 
en lugar de DNA templete. Este control puede ser utilizado a la vez como control ambiental 
(73,104). 
4.8.5.4 Control ambiental: tubo con la mezcla de PCR que se deja abierto en el cuarto de pre-
PCR para detectar posible contaminación  de DNA en el ambiente. (93).  
4.8.6 CUANTIFICACIÓN DE LA PCR EN TIEMPO REAL 
4.8.6.1 Cuantificación absoluta: 
La cuantificación absoluta es usada para cuantificar muestras desconocidas, para interpolar su 
cantidad desde una curva estándar.Como se observa en la figura No 9.  
En la cuantificación absoluta se realiza la comparación con amplificados de los cuales se conoce el 
número absoluto de moléculas iníciales a cuantificar (estándares), se colocan a amplificar a la 
misma vez con las muestras de interés. La curva estándar utiliza diluciones seriadas (mínimo 5) de 
estándares de concentraciones conocidas (93). 
 El número de moléculas es calculado como una extrapolación a partir de una curva generada por 
los estándares. Este método asume que todos los estándares y las muestras  tienen aproximadamente 
igual  eficiencia de amplificación. En la cuantificación absoluta se obtiene el valor absoluto como 
(No. de copias, células, µg/µl). 
 
 
 
                    Fig. 9. Interpolación de las muestras con los estándares. (Rodríguez M. 2009.Tesis de Maestría.). 
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Los requisitos para la curva estándar son: 
1) Curva estándar  : Para una cuantificación precisa 
 
2) Estándares y muestras: la eficiencia de amplificación sea igual o aproximada. 
3) Estándares: Cubra el rango de muestras. 
El ADN plasmídico y el ARN transcripto in vitro son comúnmente usados para preparar 
estándares absolutos. La concentración es medida por A260 nm y convierte el número de copias 
usando el peso molecular del DNA o RNA. (Ver tabla No 4 y 5). 
Tabla No 4. Determinación de la concentración de ácido Nucleíco a 260 nm. (93). 
 
Tabla No 5. Cálculo para el número de copias. (93). 
 
 
 
 
   
En la curva estándar generada por el software del equipo, se observa: 
1. Pendiente : Cinética de la PCR 
2. Intercepto : Sensibilidad 
3. Error : Precisión de la cuantificación (<0.2) 
4. r: Coeficiente de correlación (>0.99) 
5. R2: Coeficiente de determinación: (cercano a 1). 
4.8.6.2 Cuantificación relativa: 
Es usada para analizar cambios en la expresión en una muestra (secuencia de DNA o RNA de 
interés), teniendo como referencia un estándar externo ó una muestra estándar conocida como 
calibrador. Cuando se usa un calibrador, los resultados son expresados como el radio de la muestra 
/radio del calibrador, y así se compara la expresión del gen en estudio con el gen de referencia. (93, 
94,86). 
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Peso  Molecular Cálculo 
dsDNA No bases x(660 daltons/pb) 
ssDNA N0 bases x(330 daltons/pb) 
ssRNA N0 bases x(340 daltons/pb) 
Hay numerosos modelos matemáticos disponibles para calcular la media de  la expresión de los 
genes  normalizadores en este tipo de cuantificación (métodos que usan para el cálculo de la 
eficiencia de amplificación  curva estándar o datos crudos). Dependiendo del método empleado, se 
pueden obtener rendimientos diferentes y  así discrepancias  en las mediciones de error estándar. 
  
Fig. 10. Curva estándar para cuantificación relativa. (Muestra Vs Calibrador). (Rodríguez M.2009.Tesis de Maestría). 
En la figura No 10 y 11. Se aprecia  una curva de cuantificación relativa, donde se determina la 
relación entre el gen blanco y el gen de referencia (Normalizador). 
 
Fig. 11. Gráfico del ∆∆Ct del gen blanco y del gen de referencia.
 (2-∆∆Ct) (Rodríguez M.2009.Tesis de Maestría). 
La cuantificación relativa, se usa  debido a la variación que hay en la cantidad inicial de la muestra, 
en la recuperación de los ácidos nucleicos, por que hay degradación de las muestras, hay diferencias 
en la calidad y pureza de las muestras, y en la síntesis del c DNA. Por  lo cual se hace necesario 
utilizar  genes normalizadores para disminuir el error experimental.Y aplicar la formula que se 
observa en la figura No 12. 
 
  
 
 
Fig. 12. Gráfica de los ∆Ct1 y ∆Ct2. (93,94). 
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              radio   muestra 
        radio estándar 
∆Ct1 = Ct (Muestra)-Ct (Muestra-gen referencia) 
∆Ct2 = Ct (Calibrador) –Ct (calibrador-gen referencia) 
∆∆Ct = ∆Ct1-∆Ct2 
2-∆∆Ct 
Muestra 
Estándar 
          Δ Ct muestra                                                   
ΔCt  referencia 
           Relativa muestra 
          Relativa Normalizador 
Si las eficiencias son iguales pero si son diferentes a 2 se puede aplicar la siguiente formula: ε –∆∆Ct 
Si se requiere datos crudos; el valor de CT para cada gen, se trasforma en cuantificación de 
muestras relativas (Q): 
Cantidad muestra relativa Q=PCR eficiencia E (CT referencia-CT muestra). 
El cálculo de la estabilidad de la expresión de un gen,  esta basado en la suposición de que la 
expresión del radio de los genes no es alterada por condiciones experimentales. El programa calcula 
la variación de genes Housekeeping, con respecto a  otros genes, usando la desviación estándar del 
logaritmo de la expresión del radio transformado. La estabilidad (M) de los genes Housekeeping 
como normalizadores de un gen en particular con otro gen control, donde los genes Housekeeping 
con valor M bajo tiene mayor estabilidad en la expresión. La determinación del número  mínimo de 
genes normalizadores es basada en el cálculo de la variación entre dos valores secuenciales de 
normalización. Un limite de 0.15 es usado por debajo de este valor no es un gen optimo para usar 
como normalizador. (18). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
32 
5. DISEÑO METODOLOGICO 
5.1 Hipótesis  
5.1.1 Hipotesis nula (Ho): Existe concordancia entre la presencia/expresión del gen mec A de 
S.C.N cuantificada por PCR en tiempo real y los perfiles de susceptibilidad microbiana 
5.2 Variable Independiente(X1): Perfil fenotipo. 
5.3 Variable Dependiente (Y1): Presencia y expresión del gen mec A. 
5.4 TIPO DE ESTUDIO 
Estudio de concordancia de tipo consistencia. 
5.5 POBLACION 
Cepas aisladas de pacientes hospitalizados en unidades neonatales quienes cursaron  procesos 
infecciosos y tengan hemocultivo o cultivo de punta de catéter positivo para SCN. 
5.6 UNIVERSO 
Servicio de neonatología del Hospital de la Samaritana, Hospital del Tunal y Fundación Salud 
Bosque. 
5.7 MUESTRAS  
Cepas procedentes del servicio de neonatología del Hospital de la Samaritana, Hospital del Tunal y 
Fundación Salud Bosque.61 aislamientos de muestras de hemocultivo y puntas de catéter para la 
PCR y 20 aislamientos   que hacen parte  de los 61 ,para la q PCR, utilizando la cepa ATCC 1228 
de S. epidermidis como control. 
5.8 Criterios de inclusión 
Cepas  de SCN  causantes de  infección nosocomial,  por criterios clínicos y paraclinicos,  aisladas 
de las unidades neonatales en estudio.  
5.9 Criterios de exclusión 
Cepas consideradas como contaminantes por criterios clínicos y de laboratorio.  
6.0 Grupo de Investigación  
Grupo de investigación REMA (Relaciones Microbianas y Epidemiológicas Aplicadas al 
Laboratorio Clínico y Molecular), Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, Universidad 
Nacional de Colombia. 
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7.0 ESTRATEGIA DE TRABAJO 
7.1 Identificación fenotípica del microorganismo Se tomaron las cepas aisladas de pacientes 
hospitalizados infectados en el servicio de neonatología. Esta identificación la llevo a cabo el 
personal del laboratorio clínico de la institución participante. La identificación y la concentración 
inhibitoria mínima  (MIC) a meticilina de las especies de SCN se llevo a cabo mediante el uso de 
paneles  gran positivos MIC/Combo MIcroscan,siguiendo las instrucciones  del fabricante y la 
lectura se realizo por el sistema automatizado Microscan Autoscan-4.(Roche biocared, Canadá).La 
cepas control fueron S.epidermidis ATCC1228 y S. aureus ATCC 29213. 
 7.2 Almacenamiento de la muestra posterior a la identificación fenotípica, los microorganismos 
fuerón transportados en medio Stuart y almacenado de acuerdo con el protocolo establecido en el 
laboratorio de Biotecnología de la U.C.M.C (Con glicerol y medio LB) y se conservan en el stock a 
-20oC y 800C hasta su procesamiento. 
7.3 Determinación del perfil microbiano 
Se recolectaron las muestras provenientes de las unidades neonatales de cada institución 
participante, junto con la ficha técnica respectiva y los resultados microbiológicos suministrados 
por el laboratorio clínico. 
7.4 DETERMINACIÓN DEL GEN DE RESISTENCIA  A ANTIBIOTICOS β-LACTAMICOS 
Se determino  la presencia y expresión del gen mec A, a partir del DNA y RNA bacteriano mediante  
PCR y qPCR (PCR en tiempo real) respectivamente. 
7.4.1 METODOLOGIA DE LABORATORIO 
El tamaño muestral seleccionado fue de   61 aislamientos (stock -20oC,-80 oC), para la detección 
del Gen mec A y 20 aislamientos (stock -20oC,-80 oC), para la q PCR del laboratorio de la UCMC 
proveniente de las tres instituciones mencionadas anteriormente. Las cuales fueron  almacenadas 
según el protocolo de la UCMC.Los 20 aislamientos que hacen parte de los 61 aislamientos se 
seleccionarón teniendo en cuenta, los resultados de la detección del gen mec A, si tenían presencia o 
ausencia del gen mec A, los que presentaban discrepancias con el perfil fenotípico, es decir  poseen 
el gen, pero son sensibles a los antibióticos β-láctamicos, o los aislamientos que no tienen el gen 
pero son resistentes a los antibióticos β-láctamicos. 
7.4.2 PROCEDIMIENTO PARA LA DETECCIÓN DEL GEN mec A 
De las cepas del stock a -20oC del laboratorio de la U.C.M.C almacenadas con  medio de cultivo 
Luria Bertani (LB) más glicerol. 
1) Se realizo una siembra en medio de cultivo LB a 37 oC por 16 horas y a partir de este se 
sembró una colonia en  5 ml de caldo LB medio liquido, a 37 oC por 16 horas. 
 
2) Se realizo posteriormente extracción de DNA por dos métodos : 
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 1) Por  calentamiento del ADN molde, protocolo de la U.C.M.C: Se toma 50 µl de agua 
miliQ, al cual se le agregan de 2 a 3 colonias del cultivo del microorganismo; se mezcla 
bien se lleva al termociclador a 96 oC por 10 minutos; luego se centrifuga a 14.000 
r.p.m. por 10 minutos a 4 oC, posteriormente se guarda el sobrenadante a -20 oC, hasta 
su uso. (92). 
2) Por extracción de DNA  puro, se utilizo  el  kit de Promega (Wizard ® genomic DNA) 
(101).  
7.4.3 Amplificación del gen mec A por PCR Clásica ó Convencional 
Se realizoPCR clásica ó convencional, para la amplificación del gen mec A. En  tubo de PCR se 
añade lo siguiente:  
Tabla No 6.Reactivos para la PCR clásica. 
REACTIVO Concentración inicial Concentración Final 1 tubo 
Buffer 5x 1x 5µl 
dNTPs 10mM 200Mm 0.5µl 
Iniciador  sentido 10mM 0.6µM 1.5µl 
Iniciador Antisentido 10mM 0.6µM 1.5µ 
Taq  polimerasa 5 U/µl 0.125 U/µl 0.625 µl 
DNA   2µl 
Agua MiliQ   14.875µl 
 
Programa para la PCR (mec A): 
 Desnaturalización inicial 
1 ciclo de 96 0C por 3 minutos 
Amplificación PCR 
34 ciclos       
95 0C por 30 segundos. 
55 0C por 30 segundos. 
72 0C por 30 segundos. 
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Extensión final 
1 ciclo de 72 0C por 7 min. 
1) La amplificación del gen mec A, se realizo en el termociclador  MJ Research PTC 
100 (Ins, Alameda-Estados Unidos de América).  
 
2) Los iniciadores utilizados se  observan en la tabla No11.Los productos amplificados 
son visualizados en gel de agarosa al 1.8 %, en camára de electroforesis, se corrió con un 
voltaje de 100  voltios (los primeros diez minutos) y 80  voltios (por una hora y 10 
minutos), teñido  con Bromuro de Etidio. Y se visualizo el  gel de agarosa en el 
fotodocumentador de Biorad Gel Doc XR.  
 
3) Colectar los datos y analizar los resultados. 
 
 
7.4.4 Curva de población bacteriana: 
 Esta se realizo para establecer un numero definido y constante de células durante la extracción del 
RNA (que elimine los factores de error en cuanto a diferencias de expresión que no sean atinentes al 
estudio realizado) (85). 
 En la selección  de las cepas para la realización de la curva  de población bacteriana, se utilizo un 
muestreo aleatorio simple. (102). 
Con esta curva de población bacteriana, se determino el número de unidades formadoras de 
colonias  (UFC), de las cuales se partió para eliminar el sesgo por la diferencia de la cantidad de 
células  en cada cultivo bacteriano. 
Del stock  a – 80 oC, del laboratorio UC.M.C se sembraron en agar LB: 
1. Cepas del Hospital universitario de la samaritana 
2. Cepas del Hospital del Tunal  
3. Cepas de la Fundación Salud Bosque 
4. Cepa ATCC 12228 de S. epidermidis(control) 
5. Medio LB (control del medio) 
De 20 aislamientos  realizados, después del crecimiento de 24 horas de los aislamientos, se sembró 
una colonia del medio anterior en caldo LB, por 16 horas  a 37 oC, cada aislamiento por triplicado. 
A partir de este cultivo se realizo una (dilución 1/10) en caldo LB y se  inicio la curva de población  
bacteriana de 24 horas, utilizando la escala de Macfarlán al 0, 5 que corresponde a (1x108 UFC), la 
cual tienen una absorbancia entre 0,5-0,7 a una longitud de onda de 640 nm (DO 640), se realizo tres 
lecturas  por cada aislamiento en Spectronic 21 D.Posteriormente con las lecturas correspondientes 
se realizo la base de datos y se grafico las curvas de crecimiento para cada aislamiento.se 
complemento. 
 NOTA: la curva de población bacteriana se realizo  por duplicado (se realizo una curva de 24 horas 
y otra de 14 horas), cada muestra por triplicado).  
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7.4.5 EXTRACCIÓN DEL RNA 
7.4.5.1. Muestra  
Los 20 aislamientos que hacen parte de los 61 aislamientos se seleccionarón teniendo en cuenta, los 
resultados de la detección del gen mec A, si tenían presencia o ausencia del gen mec A, los que 
presentaban discrepancias con el perfil fenotípico, es decir  poseen el gen, pero son sensibles a los 
antibióticos β-láctamicos, y también  los aislamientos que no tienen el gen pero son resistentes a los 
antibióticos β-láctamicos. 
Las muestras del Stock del laboratorio U.C.M.C para el procedimiento de la extracción del RNA se 
realizan  un cultivo en agar LB, de donde a partir de una colonia se realiza un subcultivo en  caldo 
LB, el tiempo de crecimiento  para estas cepas fue de acuerdo con los resultados obtenidos en la 
curva de crecimiento; las cepas seleccionadas para el estudio  y teniendo en cuenta la sensibilidad 
y/o resistencia a  antibióticos β –láctamicos, (oxacilina, amoxicilina-ácido clavulánico, 
Ampicilina, cefazolina, Imipenem, penicilina, presencia de betalactamasas),son las que se 
observan en la tabla No 7.  
Tabla No 7.Cepas participantes del estudio  para la expresión del gen mec A por q PCR. 
Cepa No Presencia del 
Gen mec A(PCR 
clásica) 
Especie de 
SCN 
 Antibióticos 
β –
láctamicos 
Tipo de 
muestra 
6 Positivo epidermidis  Resistente Hemocultivo 
13 Positivo capitis  Sensible Hemocultivo 
14 Positivo capitis  Sensible Punta de 
catéter 
46 Negativo saprohyticus  Resistente Hemocultivo 
49 Positivo capitis  Sensible Hemocultivo 
50 Positivo haemolyticus  Sensible Hemocultivo 
53 Positivo epidermidis  Resistente Hemocultivo 
54 Positivo epidermidis  Resistente Punta de 
catéter 
55 Positivo hominis  Resistente Hemocultivo 
57 Negativo epidermidis  Resistente Hemocultivo 
58 Positivo epidermidis  Resistente Hemocultivo 
66 Positivo epidermidis  Resistente Hemocultivo 
70 Positivo epidermidis  Resistente Hemocultivo 
71 Positivo epidermidis  Resistente Hemocultivo 
79 Positivo epidermidis  Resistente Hemocultivo 
82 Positivo hominis  Resistente Hemocultivo 
84 Positivo epidermidis  Resistente Hemocultivo 
90 Positivo epidermidis  Resistente Hemocultivo 
92 Positivo lugdunensis  Resistente Hemocultivo 
95 Positivo epidermidis  Resistente Hemocultivo 
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NOTA: Se estandarizo tres métodos  para extracción de RNA, con la finalidad  de escoger el 
método en el cual se obtuviera RNA de mejor calidad. 
7.4.5.2. Primer método 
Extracción de RNA utilizando la técnica Trizol (reactivo para el aislamiento del RNAtotal), es 
importante tener en cuenta que  la vida media del RNA es corta, por lo tanto es esencial que la 
extracción del ARN sea en condiciones óptimas, por lo cual se va a estandarizar la técnica. (16, 
81,83). 
Extracción de RNA (103,104). 
1) 1,5 ml del cultivo en fase exponencial, se centrifuga a 6.000 r.p.m por 5 minutos a 4oC. 
2) Remueve el sobrenadante  
3) Precalienta 200 µl (TE + lisosima) a 37 oC por 5 minutos. 
4) Agregar la mezcla anterior al pellet . 
5) Incubar a 37 oC  por 10 minutos. 
6) En un tubo de Reacción adicionar a la suspensión celular 1000 µl de Trizol, (Reagent ®-BD), agitar bien para homogenizar. 
7) Incubar 25oC por 5 minutos. 
8) Añadir 200 µl de cloroformo por cada 1000 µl (1ml) de Trizol al tubo de reacción, agitar (fuertemente) y tapar. 
9) Incubar a 25 oC por 2-3 minutos. 
10) Centrifugar a 12.000 rpm por 15 minutos a 4 oC 
11) Transferir la fase acuosa a un tubo de reacción nuevo 
12) Precipitar el ARN con 500 µl de isopropanol frio por cada 1 ml de Trizol. 
13) Incubar 10 minutos a temperatura ambiente. 
14) Centrifugar a 12.000 r.p.m por 15 minutos a 4 oC. 
15) Lavar el pellet de ARN con 1000 µl de Etanol al 75%. 
16) Mezclar por inversión. 
17) Centrifugar a 12.000 r.p.m por 15 minutos a 4 oC. 
18) Secar el pellet al vacio (5-10 minutos). 
19) Adicionar DNAsas (3µl) con una concentración de 1U/µl. 
20) Incubar a 55 oC. por 1 hora. 
7.4.5.3. Segundo método 
Extracción de RNA (104,105). 
1) 1,5 ml del cultivo en fase exponencial, se centrifuga a 6.000 r.p.m por 5 minutos a 4oC. 
2) Remueve el sobrenadante  
3) Precalienta 200 µl (Aumentador bacteriano de Invitrogen) a 95 oC por 5 minutos. 
4) Agregar la mezcla anterior al pellet . 
5) Incubar a 95 oC  por 4 minutos. 
6) En un tubo de Reacción adicionar a la suspensión celular 1000 µl de Trizol, (Reagent ®-BD), agitar bien para homogenizar. 
7) Incubar 25oC por 5 minutos. 
8) Añadir 200 µl de cloroformo por cada 1000 µl (1ml) de Trizol al tubo de reacción, agitar (fuertemente) y tapar. 
9) Incubar a 25 oC por 2-3 minutos. 
10) Centrifugar a 12.000 rpm por 15 minutos a 4 oC 
11) Transferir la fase acuosa a un tubo de reacción nuevo 
12) Precipitar el ARN con 500 µl de isopropanol frio por cada 1 ml de Trizol. 
13) Incubar 10 minutos a temperatura ambiente. 
14) Centrifugar a 12.000 r.p.m por 15 minutos a 4 oC. 
15) Lavar el pellet de RNA con 1000 µl de Etanol al 75%. 
16) Mezclar por inversión. 
17) Centrifugar a 12.000 r.p.m por 15 minutos a 4 oC. 
18) Secar el pellet al vacio (5-10 minutos). 
19) Adicionar DNAsas (3µl) con una concentración de 1U/µl. 
20) Incubar  10 minutos a 60 oC.                                            
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7.4.5.4 Tercer método 
Extracción de RNA (103, 104,105). 
1) 1,5 ml del cultivo en fase exponencial, se centrifuga a 6.000 r.p.m por 5 minutos a 4oC. 
2) Remueve el sobrenadante  
3) Precalienta 200 µl (Aumentador bacteriano de Invitrogen + lisosima) a 37 oC por 5 minutos  
4) Agregar la mezcla anterior al pellet . 
5) Incubar a   95 oC  por 5 minutos. 
6) En un tubo de Reacción adicionar a la suspensión celular 1000 µl de Trizol, (Reagent ®-BD), agitar bien para 
homogenizar. 
7) Incubar 25oC por 5 minutos. 
8) Añadir 200 µl de cloroformo por cada 1000 µl (1ml) de Trizol al tubo de reacción, agitar (fuertemente) y tapar. 
9) Incubar a 25 oC por 2-3 minutos. 
10) Centrifugar a 12.000 rpm por 15 minutos a 4 oC 
11) Transferir la fase acuosa a un tubo de reacción nuevo 
12) Precipitar el ARN con 500 µl de isopropanol frio por cada 1 ml de Trizol. 
13) Incubar 10 minutos a temperatura ambiente. 
14) Centrifugar a 12.000 r.p.m por 15 minutos a 4 oC. 
15) Lavar el pellet de ARN con 1000 µl de Etanol al 75%. 
16) Mezclar por inversión. 
17) Centrifugar a 12.000 r.p.m por 15 minutos a 4 oC,remover el sobrenadante 
18) Secar el pellet al vacio (5-10 minutos). 
19) Adicionar DNAsas (5µl) con una concentración de 1U/µl. 
20) Incubar a 55 oC. por 1 hora. 
NOTA: Todo los  tres métodos  se realiza teniendo en cuenta las recomendaciones que se debe de tener 
para trabajar con RNA. Se realizaron  cinco replicas como mínimo.Las modificaciones que se 
realizarón fue en el tratamiento con lisosima y aumentador bacteriano de invitrogen, en la fase de 
prelisis y  ya en la extracción  se modifico  el volumen de DNAsas. 
7.4.5.5 ESTANDARIZACIÓN   DE LA CUANTIFICACIÓN ABSOLUTA 
 
Cuantificación absoluta 
El iQ5 optical System software versión 2.0 (Biorad),  automáticamente genera las curvas estándar 
para la cuantificación absoluta. 
El tipo de curva estándar utilizado para este estudio se utilizo el DNA plasmidico para obtener el 
número de copias, usando el peso molecular de DNA. (Ver tabla No4 y 5). 
Formula para obtener el número de copias: 
 
 
Para lo cual se realizo la clonación del producto de PCR (amplicón obtenido a partir del gen  mec 
A), utilizando TOPO TA Cloning® (Invitrogen), de acuerdo al protocolo de Invitrogen y  para la 
Purificación de los productos de PCR Se utilizo el Purelink™ Quick Gel Extracción Kit de 
(Invitrogen) (107). 
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7.4.5.6 Verificación del sistema de clonación: 
Se  realizo verificación del sistema; el control de clonación es un DNA  plasmídico que codifica 
resistencia a ampicilina,  este DNA  hace parte del vector TOPO TA Cloning®, de tal manera que al 
llevar a cabo la reacción de transformación de las bacterias que se usan como células huéspedes,  
estas células  transformadas, llevan el plásmido que  confiere resistencia a ampicilina.  
Inicialmente se realizo PCR del control de clonación para producir el amplicón y así usarlo como 
control del sistema. Se realizo  electroforesis del producto de PCR en gel de agarosa al 1,8%, y se 
observo la banda de 750pb correspondiente al  control. Este amplicón fue clonado y se uso como 
control de clonación.  
7.4.5.7 Verificación de  la eficiencia de las células competentes: 
Se  realizo verificación de la eficiencia de las células competentes. Las células  de E.coli One Shot® 
Mach™ -T1® químicamente competentes son las utilizadas en este kit. Se utilizo PUC 19 (control 
DNA plasmidico).Se trasformo con 10 pg de DNA. 
Se obtuvo una eficiencia de transformación de 1x 109 ufc/µg DNA. 
7.4.5.8 Clonación del Producto de PCR del gen mec A 
Posteriormente de  verificar el sistema de clonación, se realizo la clonación del  producto de PCR 
del gen mec A  en el vector de clonación  p CR® 2.1-Topo, asi: 
Reacción de clonación 
Tabla No8. Reacción de clonación  
Producto  de PCR 4µl 
Solución de sales 1µl 
Vector (p CR 2.1TOPO) 1µl 
Volumen final 5µl 
 
7.4.5.9 Protocolo de transformación rápida: 
1. Mezclar e incubar por 5 minutos a temperatura ambiente la reacción de clonaciòn. 
2. Colocar 15 minutos en hielo. 
3. Adicionar  4µl de la Reacción de clonación en un vial de células competentes. 
4. Incubar 5 minutos en hielo. 
5.  Esparcir 50 µl de cada transformación  en agar LB  con Ampicilina (50µg/ml), y x-gal (40mg/ml) por caja de 
petri. 
6. Incubación  a 37 oC overninght. 
7. Se obtienen colonias blancas para la extracción de DNA plasmidico. 
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7.4.6.0 Protocolo de transformación química regular: 
1. Adicionar  2µl de la Reacción de clonación en un vial de células competentes. 
2. Incubar en hielo 5-30 minutos. 
3. Las células se someten a choque de calor por 30 segundos a 42oC. 
4. Transferir los tubos en hielo. 
5. Adicionar medio S.O.C. 
6. Agitarlo  por r.p.m. a 37 oC por 1 hora. 
7. Esparcir de 10-50 µl  de cada transformación  en agar LB  con Ampicilina (50µg/ml), y x-gal (40mg/ml). 
8. Incubar las placas a 37 oC overninght. 
9. Eficiente reacción de clonación, se obtienen colonias blancas para la extracción de DNA plasmidico. 
 
Los dos métodos de clonación  para el gen mec A  funcionarón bien, al mismo tiempo se 
clono el producto del control de clonación, para asegurar que el sistema funciona bien. 
7.4.6.1 Extracción  de DNA plasmidico: 
S e realizo  extracción de DNA plasmidico con Pure Link™ Quick Plasmid Miniprep Kit 
(Invitrogen California) (108). El cual fue modificado de acuerdo al protocolo descrito a 
continuación: 
Con este sistema, las células son lisadas usando (método lisis alcalina); el lisado es colocado en  una 
columna que tienen una membrana de silica  al cual se une el DNA plasmidico. 
A este método se le realizó modificaciones: 
Lisis celular 
1. Centrifugar  10-15 ml del cultivo overnight por 15 minutos a 14.000r.p.m. 
2. Resuspender el pellet con 250 µl de  Buffer de resuspensión. 
3. Adicionar 250 µl de  buffer de lisis. 
4. Adicionar 350 µl Buffer de precipitación. 
5. Centrifugar 12.000 r.p.m por 10 minutos. 
Unión del DNA 
6. Colocar el sobrenadante de lisis celular en la columna. (Se requirió pasar el sobrenadante 5 veces para 
concentrar el DNA). 
7. Centrifugar 12.000 r.p.m por 1 minuto. 
8. Adicionar 700 µl de  buffer de lavado 
9. Centrifugar 12.000 r.p.m por 1 minuto. 
Elución del DNA 
10. Eluir el DNA plasmidico con  75 µl de TE. 
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 7.4.6.2 Extracción de DNA plasmidico por ebullición 
11. Se tomo 500µl del cultivo overnight antes mencionado. 
12. Centrifugar a 4.000 r.p.m. por 5 minutos. 
13. Resuspender el pellet con  50 µl de agua  MiliQ 
14. Ebullir a 95oC. 
15. Centrifugar a 12.000 r.p.m. 
16. Se Toma el sobrenadante y  se descarto el pellet.   
Posteriormente  se realizo electroforesis en gel de agarosa al 1% para corroborar la obtención de 
DNA plasmidico. 
Otra forma de confirmar la obtención de DNA plasmidico fue realizando PCR del DNA plasmidico. 
Al obtener el DNA plasmidico, se realiza la curva estándar para la q Pcr para la cuantificación 
absoluta. Se realizo una dilución  inicial 1/10 de la cual se realizo 4 diluciones  más. 
Después de la obtención del DNA plasmidico y Posteriormente a la extracción de RNA  se realiza 
la Transcripción reversa, en un solo paso (la RT-PCR y la qPCR se realiza en el mismo tubo).El 
sistema de detección usado en laq PCR para cuantificación absoluta se utilizo sondas taqman. 
7.4.6.3 Estandarización del procedimiento para realizar la (RT-PCR) Transcripción  reversa 
y qPCR para cuantificación absoluta. 
En la aplicación de la PCR para el estudio de RNA, las muestras de RNA son transcriptas a cDNA, 
el DNA provee el templete necesario para la polimerasa termoestable, esto es lo que se conoce con 
el nombre de Transcripción reversa. 
Protocolo 
SuperScript™III Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR (Invitrogen); es el sistema en un solo 
paso  para la detección y cuantificación de RNA usando instrumentos de PCR en tiempo real.  
Este sistema combina SuperScript™III Reversa Transcriptasa y Platinum® Taq DNA Polimerasa en 
una única mezcla enzimática. 
El sistema es altamente sensible, detecta 10 copias  a partir de poca cantidad de RNA total, con un 
amplio rango dinámico que permite la cuantificación exacta de altos números de copias de mRNA, 
a partir de  1µg de RNA total. (98). 
Se requiere los  tres ciclos: 
1. El programa de ciclos para la síntesis de cDNA  es seguido inmediatamente por la 
amplificación por PCR. 
 
Programa para la q PCR 
 
60 ºC por 15 minutos (Síntesis de cDNA) 
95 ºC por 3minutos 
45 ciclos de: 
1. 95 ºC,15 segundos 
2. 60 ºC,30 segundos 
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 2. Preparación de la mezcla de   PCR.(sonda Taqman) 
Tabla No 9. Estandarización q PCR utilizando sonda taqman. 
Componentes                                                  C. inical               C. final Volumen final (25µl) 
SuperScript™III RT/ Platinum® TaqMix                                                       1 µl 
   Reacción de mezcla  (2x)                                                                         12,5µl 
Iniciador sentido                                                         100  µM                    10 µM                    1 µl 
Iniciador Antisentido                                                 100  µM                     10 µM                    1 µl 
Sonda fluorogenica                                                    100  µM                     10 µM                                     0.5 µl 
RNA 5 µl 
MgSO4                                                                             3.0mM                       5.0 mM 1 µl 
Agua miliQ                                                                                                                3 µl 
 
 
3. La reacción se llevo a cabo en iQ5 optical System software versión 2.0 (Biorad), se 
colectarón los datos y se analizaron los resultados.  
Para la cuantificación absoluta se realizo cada muestra por duplicado para valorar la 
variación intraensayo. 
 
7.4.7 ESTANDARIZACIÓN DE LA CUANTIFICACIÓN RELATIVA 
 
Cuantificación relativa 
 
El iQ5 optical System software versión 2.0 (Biorad),  automáticamente genera las curvas estándar 
para la cuantificación relativa. 
7.4.7.1 Curva Estandar para cuantificación relativa  
El tipo de curva estándar utilizado para este tipo de cuantificación es  cDNA de las cepas 
involucradas en el estudio, tanto sensibles como resistentes. Se realizo una dilución  inicial 1/10 de 
la cual se realizo 4 diluciones  más. Para la curva estándar se utilizo los genes 16srRNA y tpi, como 
genes normalizadores. 
Se realizo tres curvas estándar una con el gen 16srRNA, una con el gen tpi y una con los dos genes 
16srRNA y tpi. 
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7.4.7.2 Estandarización del procedimiento para realizar la (RT-PCR) Transcripción reversa y 
qPCR para cuantificación relativa 
Posteriormente a la extracción de RNA se realiza la Transcripción reversa, en dos pasos (la RT-
PCR y la qPCR, se realiza en tubos por separado); la qPCR se realizo con Sybrgreen. (Tabla No 10). 
Tabla No 10.Estandarización de la RT-PCR 
REACTIVOS Concentración inicial Concentración final 1 tubo 
Buffer 5x 1x 5 µl 
dNTPs 10Mm 1mM 1µl 
Enzima MMLV 200U/µl 100U/µl 0,5µl 
*Random iniciadores 500ng/ml 60ng/ml 3µl 
*Iniciador 
especifico(Antisentido) 
100mM 10µM 3µl 
RNA sin 40u/µl 20u/µl 0,5µl 
RNA total ----- ----- 10µl 
Agua miliQ ----- ----- 5.0µl 
*Se estandarizo con Random  iniciadores y también con iniciador especifico. 
La enzima utilizada para la transcripción inversa es MMLV (virus leucemia murina moloney), es una RNA 
dependiente de  la DNA polimerasa, que puede ser usada en la síntesis de cDNA  con un templete de mRNA, 
la enzima sintetiza una hebra de c DNA complementario de cada molécula de mRNA; posee actividad RNasa 
H que puede degradar el RNA en forma de híbrido RNA-DNA. (109).   
El programa de ciclos para la síntesis de cDNA  es seguido inmediatamente por la amplificación por 
PCR. 
 
Programa para RT-PCR 
Desnaturalización del RNA  65oC Por  15 minutos 
Síntesis de c DNA  1 ciclo de  25 oC por 10 minutos 
                                 1 ciclo de 37 oC por 120 minutos 
Seguido de la de la síntesis de c DNA, se realiza la PCR en tiempo real. 
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Se utilizo DyNAmo™HS SYBR® Green q PCR kit (Finnzymes); alta especificidad para q PCR, 
incluye una enzima  DNA polimerasa hot star, versión modificada del Thermus brockianus; la cual 
incorpora un dominio (obligatorio) de unión al DNA no especifico que  permite  la estabilidad  
física al complejo  DNA polimerasa. La mezcla maestra minimiza la formación de dimeros de 
iniciadores. 
El sistema es altamente sensible, detecta desde una sola copia del gen a partir de poca cantidad de 
RNA  total, con un amplio margen dinámico (m RNA) de hasta ocho órdenes de magnitud. (91). 
Programa para q PCR con Sybrgreen 
96 oC por 3 minutos, (activación de la DNA polimerasa). 
45 ciclos de: 
95oC por 30 segundos 
60 oC por 30 segundos 
72 oC por 30 segundos 
Análisis de la Curva Melting  (T m): 
81 ciclos de : 
60oC+ 0.1 oC/ciclo, hasta 95 oC 
2. Preparación de la mezcla de   PCR. (Sybrgreen) 
Tabla No9.Estandarización de la qPCR utilizando Sybrgreen. 
Componentes                                           C.inicial                      C.final Volumen final (25µl) 
 Reacción de mezcla  (2x)                                                                         12,5µl 
Iniciador sentido  (400nM)                                    100mM                           400nM 2 µl 
Iniciador Antisentido (400nM)                             100mM                           400 nM 2 µl 
c DNA 5 µl 
Agua miliQ                                                                                                                3,5 µl 
 
4. La reacción se llevo a cabo en iQ5 optical System software versión 2.0 (Biorad), el 
software también puede estimar la reacción de eficiencia  y calcula el valor ∆CT para el 
análisis de la expresión relativa. 
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7.4.7.3 Modelo matemático ∆CT y ∆∆CT: El valor del Ct es dependiente de la eficiencia de 
amplificación y de la cantidad  de blanco inicial  presente en la muestra, el Ct y la eficiencia (el 
cálculo de la eficiencia se calcula con la curva estándar), de ambas reacciones puede ser usada para 
calcular la cuantificación inicial relativa del blanco. Si la eficiencia de ambas reacciones es 100%, 
es perfectamente el doble del producto con cada ciclo de amplificación, la expresión entre muestras 
es igual a 2-∆Ct, donde el ∆Ct es la diferencia entre  el valor Ct de las dos reacciones. (110). 
El software del iQ™5 versión, 2.0 puede calcular la expresión usando cada ∆Ct y 2∆∆ Ct;  al  igual 
eficiencia y  la obtención  del doble del producto es asumido .En la práctica es importante asumir  la 
reacción de eficiencia de cada blanco para verificar que son iguales. La pendiente de la curva es 
determinada y así se calcula la eficiencia de la PCR la cual es calculada  de acuerdo a la formula  
E= 10(-1/m), usando el software. (110). 
5. Se colectarón  los datos y se analizaron los resultados. 
Para la cuantificación relativa se realizo cada muestra por duplicado para valorar la 
variación intraensayo y el experimento de la q PCR (cuantificación relativa) por duplicado 
para evaluar la variación inter ensayo. 
7.4.7.4 Controles 
Para los dos tipos  de cuantificaciones se utilizó los siguientes controles:  
 
1. Control 
interno: se utilizo un organismo filogenéticamente no relacionado, es un Enterobacter 
cloacae,  el cual tiene el Gen mec A, para su amplificación se utilizaron iniciadores 
específicos y en la cuantificación absoluta se utilizo sonda taqman especifica. 
2. Control 
positivo: S e utilizo la ATCC 12228, la cual tiene el gen mec A. 
3. Control 
Negativo: Se utilizo la mezcla de qPCR sin  RNA molde. y otro control negativo con 
Enterobacter cloacae con los iniciadores para  la secuencia del Gen mec A de SCN y en la 
cuantificación absoluta  también con la sonda especifica para SCN. 
4. Control 
ambiental: Se utilizo  tubo con la mezcla de q PCR se dejo abierto, para  detectar posible 
contaminación de DNA en el ambiente. 
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7.4.8 Resumen de la realización de la metodología realizada para la expresión del Gen mec A. 
                                                               Cepas de aislamiento neonatales  
 
 
 Detección del Gen mec A por PCR clásica 
  
 
                                                                                    Extracción de RNA (trizol) 
                                
                                                                     
                  
                                                                                                  Síntesis de c DNA 
 
                                                       
                                                                                En dos pasos 
                                          En un solo paso 
 
 
 
                                                                                                    PCR en tiempo real 
 
 
 
                                                                     
 
 
 
 
 
 
                                                                       Adquisición  de datos para PCR en tiempo real 
                                                                                 
                                                                                                   Datos de Ct 
                                                           No de copias                                                       Expresión normalizada 
                                                                                             Análisis estadístico 
 
Fig. 13. Diagrama de la realización de la q PCR para la expresión del gen mec A. 
RNA es primariamente aislado y caracterizado por cuantificación e integridad.  Se muestran los pasos para la adquisición 
de datos para la realización de PCR en tiempo real. Para la normalización con múltiples genes Housekeeping, los datos 
obtenidos por  normalización (cuantificación relativa), y cuando se realiza clonación (cuantificación absoluta), en los dos 
casos el proceso es seguido por análisis estadístico.  
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   Curva estándar  
Clonación 
  C. absoluta 
C. relativa 
Genes 
normalizadores 
7.5 INICIADORES utilizados en el estudio 
Los iniciadores (primers) utilizados, se han tomado de  las secuencias  de alineamiento reportados 
por la base de datos GEN BANK accesos D83363 (16SrRNA), AF269838 (tpi), X52594(mec 
A). (22,111); para observar los alineamientos de las secuencias nucleotidicas de estas bases 
de datos se realizo por BLAST. 
Para el presente estudio  de q PCR a partir  de la secuencia  de 2006 pb del Gen mec A, se 
diseñaron los iniciadores y la sonda para el Gen mec A, con el programa primer 3.Estos fueron 
confirmados por la Dra. Ruth González y  la Dra. Eva Amanda Gallego (Santiago de Compostela 
España).Los iniciadores fuerón primero  examinados por medio de una PCR clásica. 
Se van a utilizar los siguientes iniciadores para la PCR Y q PCR: 
Tabla No 11. Iniciadores  utilizados para qPCR. 
GEN  
Secuencia 5’-3’ 
Long. 
Fragmento 
amplificado 
(pb). 
Fuente Bibliográfica 
mec A PCR AAC AGG TGA ATT ATT  AGC  ACT  TGT AAG 
ATT GCT GTT AAT ATT TTT TGA GTT GAA 
 
174 Martineau 
F.2000(111) 
mec A  q PCR TTGGAACGATGCCTATCTCA 
Sonda TGGCCAATTCCACATTGTTTCGG 
GGTCTTTCTGCATTCCTGGA 
128 Este estudio 
16S rRNA  TAC ACA CCG CCC GTC ACA 
CTT CGA CGG GCT AGC TCC AAA T 
200 Vandecasteele 
S.2001(22) 
tpi  CAT CTG ATA AAC CTT CGA CAG CTT T
 
TGC TAT CTT CAA TCA CGG TAT GAC A 
92 
 
Vandecasteele 
S.2001(22) 
 
NOTA: los iniciadores para qPCR fueron probados primeramente con una PCR convencional. 
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 8.RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 
8.1 Datos de las cepas utilizadas en el estudio se observan en la tabla No 7. 
8.2 BASE DE DATOS (Perfil fenotípico y genotípico) 
Se  realizo la base de datos para el presente estudio, la cual incluye el perfil fenotípico (reporte de la 
institución), y genotípico (presencia del Gen mec A). (ANEXO No 3). 
Los Staphylococcus coagulasa negativa  resistentes a meticilina (SERM), causan una amplia variedad de 
infecciones, como bacteremia, endocarditis y  sepsis neonatal (26).Entre las infecciones mencionadas se 
encuentra la sepsis neonatal  siendo una de las causas más frecuentes de morbimortalidad neonatal.Se postula 
la posibilidad de que el uso de antibióticos intraparto pueda ocasionar que emergan  nuevos microorganismos 
como causantes de sepsis neonatal tardía o que se produzca un aumento de las resistencias de los 
microorganismos habituales. (11,112). 
Se  utilizaron 61 cepas de aislamientos neonatales recolectadas durante el año 2007-2008, para la 
determinación de la presencia del Gen mec A de tres  instituciones involucradas en el estudio, las cuales se 
distribuyen de la siguiente manera: 
Tabla No 12.Frecuencia del No de muestras seleccionadas por cada institución participante del estudio.2007-2008. 
  INSITITUCION                 FRECUENCIA         PORCENTAJE     ACUMULADO 
                                   FSB                                        7                             11.48                       11.48 
                                  HUS                                        25                            40.98                       40.98 
                                  HT                                          29                             47.54                    100.00 
       Total                                       61                            100.00 
FSB: Fundación Salud Bosque; HUS: Hospital Universitario de la Samaritana; HT: Hospital del Tunal. 
Según la tabla No 12. La institución con mayor número de muestras es el  HT con 47.54%, seguido de HUS con 40.98% 
y FSB con el 11.48%. 
De acuerdo  al perfil fenotípico se obtuvieron  los siguientes datos: 
Tabla No 13.  Frecuencia de  la coloración de Gram, de (SCN) aislado de neonatos en tres instituciones de 
Bogotá.2007-2008.  
C.GRAM                              FRECUENCIA       PORCENTAJE     ACUMULADO 
         POSITIVO                                    61                         100.00                      100.00 
       Total                                       61                         100.00 
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Según la tabla No 13.  El 100% de las muestra de SCN aislado de neonatos  de las tres instituciones participantes del 
estudio,  son cocos Gram positivos.  Si es necesraia por que hace parte del estudio fenotípico y hace parte de la base de 
datos. 
Tabla No 14. Frecuencia del  tipo de muestra de la cual fuerón  aislados  los microorganismos SCN de  neonatos en  las 
tres instituciones de Bogotádurante los años 2007-2008. 
MUESTRA                          FRECUENCIA         PORCENTAJE     ACUMULADO 
                         PUNTA DE CATETER                     4                            6.56                          6.56 
                         HEMOCULTIVO                             57                          93.44                       100.00 
       Total                                         61                          100.00 
Según la tabla  No 14. El   hemocultivo  es  el tipo de muestra màs representativo de  la cual fue aislado el 
microorganismo (SCN), de neonatos en las tres instituciones de Bogotá.2007-2008. 
Tabla No15.  Frecuencia de los microorganismos (SCN) aislados de neonatos  de  tres instituciones de Bogotá durante 
los años 2007-2008. 
SCN                          FRECUENCIA         PORCENTAJE         ACUMULADO 
                         S. capitis                        3                                    4.92                                   4.92 
                         S.epidermidis               49                                  80.33                                   85.25 
                        S.haemolyticus                1                                    1.64                                   95.08 
                        S.hominis                        4                                    6.56                                    93.44         
                        S.lugdunensis                  1                                   1.64                                   95.08 
                        S.saprohyticus                 2                                   3.28                                   98.36 
                        S.sciuri                            1                                   1.64                                  100.00 
    Total                        61                                 100.00 
Según la tabla No 15 .Los microorganismos  (SCN) más frecuentemente aislados de neonatos de tres instituciones de 
Bogotá.2007-2008, son S epidermidis  con un 80.33%,  S.hominis 6.56%  y S. capitis 4.92%. 
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Tabla No 16.Distribución  de los microorganismos (SCN) aislados de neonatos  según  cada  institución 
participante.2007-2008. 
                                                                         Microorganismo 
Institución     S.  capitis         S.epidermidis    S. haemolyticus    S. hominis    S.lugdunensis    S.saprohyticus   S.sciuri      Total                     
    FSB                        0                       6                           0                      1                      0                        0                     0               7  
                                 0.00                  85.71                     0.00                14.29               0.00                    0.00                 0.00             100.00  
    HUS                        0                      25                           0                     0                     0                            0                   0             25  
                                      0.00                 100.00                   0.00                 0.00                  0.00                  0.00                 0.00    100.00  
    HT                         3                     18                            1                      3                      1                           2                    1            29  
                                10.34                 62.07                     3.45               10.34                3 .45                   6.90                3.45    100.00  
   Total                      3                      49                             1                     4                      1                            2                   1            61  
                                     4.92                  80.33                     1.64                 6.56                1.64                     3.28                1.64    100.00 
FSB: Fundación Salud Bosque; HUS: Hospital Universitario de la Samaritana; HT: Hospital del Tunal. 
 
Según la Tabla   No 16. La distribución  de los microorganismos (SCN) según  cada  institución participante, determino 
que  el S.epidermidis fue el microorganismo aislado más frecuentemente  con un 100.00%, en el HUS; 85.71% en la 
clínica FSB y 62.07 del HT.  
Tabla No 17. Frecuencia de la sensibilidad y/o  resistencia de los microorganismos (SCN),aislados de neonatos de tres 
instituciones de Bogotá  a antibióticos β –láctamicos. (Oxacilina,Amoxicilina-Acido 
clavulànico,Ampicilina,Cefazolina,Imipenem,Penicilina,presencia de betalactamasas) (Ver pàg 37).           
β –láctamicos            FRECUENCIA         PORCENTAJE     ACUMULADO 
                          SENSIBILIDAD                            8                               13.11                          13.11 
                          RESISTENCIA                            53                              86.89                         100.00 
Total                                             61                             100.00 
Según  la Tabla No 17.La resistencia a antibióticos  β –láctamicos  del SCN en aislamientos neonatales de tres 
instituciones de Bogotá.2007-2008,fue 86.89%. 
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Tabla  No 18. Frecuencia de la presencia del Gen mec A en SCN aislado de neonatos de tres instituciones de 
Bogotá.2007-2008.Utilizando PCR clásica o convencional. 
Gen mec A              FRECUENCIA         PORCENTAJE     ACUMULADO 
                        AUSENTE                                   6                               9.84                               9.84 
                        PRESENTE                                 55                             90.16                          100.00 
Total                                         61                            100.00 
                     
Según laTabla No 18. La  presencia del Gen mec A en SCN aislado de neonatos de tres instituciones de Bogotá.2007-
2008, fue  del 90.16%. 
Tabla No 19. Distribución de la presencia  Del Gen mec A Según el microorganismo (SCN), en aislamientos neonatales  
en  tres  instituciones de Bogotá.2007-2008 
                                                                          Gen mec A 
SCN                          AUSENCIA               PRESENCIA                           TOTAL 
                          S. capitis                         0                                        3                                       3 
                                                              0.00                                 100.00                               100.00 
S.epidermidis                 4                                     45                                      49 
                                    8.16                                  91.84                              100.00 
S.haemolyticus               0                                      1                                       1 
                                   0.00                                  100.00                              100.00 
S.hominis                       0                                      4                                       4 
                                   0.00                                  100.00                              100.00     
                          S.lugdunensis                 0                                        1                                        1 
                                                              0.00                                  100.00                               100.00 
S.saprohyticus               1                                      1                                        2        
                                  50.00                                  50.00                                100.00    
S.sciuri                          1                                         0                                        1 
                                100.00                                 000.00                                100.00 
                             Total                          6                                        55                                       61     
                                                             9.84                                    90.16                                 100.00                                                                                 
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Según la Tabla No 19. La presencia del Gen mec A en  los microorganismo (SCN), aislados de neonatos   en  tres  
instituciones de Bogotá.2007-2008; es  del  90.16%, siendo el S.epidermidis  el más frecuentemente aislado con un  
91,84%. 
Tabla No 20. Distribución de la presencia del gen  mec A según la sensibilidad y /o  resistencia a los β –láctamicos  en 
SCN aislados en neonatos, en tres instituciones de Bogotá. 2007-2008. Utilizando PCR clásica o convencional. 
                                                                           Gen mec A 
Β –LÁCTAMICOS              AUSENCIA               PRESENCIA                           TOTAL 
RESISTENCIA                        4                                49                                        53 
                                               7.55                            92.45                                 100.00 
SENSIBILIDAD                      2                                  6                                         8 
                                             25.00                            75.00                                 100.00 
                             TOTAL                                     6                                 55                                      61 
                                                                           9.84                             90.16                                  100.00 
 
 
Según la tabla No 20. La presencia del gen  mec A en cepas sensibles a los β –láctamicos, según el perfil de 
suceptibilidad microbiana en SCN aislados en neonatos, en tres instituciones de Bogotá. 2007-2008, es del 75% y un 
92.45%  en cepas resistentes a antibióticos β –láctamicos  según el perfil de suceptibilidad microbiana. 
El diagnóstico temprano y el tratamiento adecuado son aspectos claves en la  reducción de mortalidad 
infantil, se ha empleado el cultivo bacteriano como un método estándar para el diagnóstico de la presencia de 
patógenos bacterianos en muestras clínicas, pero sus resultados requieren 48 a72 horas por lo  menos. 
Además el cultivo bacteriano  puede conducir a resultados falsos negativos cuando una bacteria de 
crecimiento lento o de difícil cultivo o cuando la muestra es obtenida después de que la terapia 
antimicrobiana ha sido iniciada (11,113). 
 
Para mejorar la rapidez y la sensibilidad se han instaurado ensayos basados en técnicas moleculares como la 
PCR estrategia  potencial para detectar la presencia de genes como se muestra en la tabla No 20, la cual 
refleja la detección del gen mec A y donde se observa que la presencia de este gen en aislamientos neonatales 
de SCN es del 55% en cepas resistentes  a antibióticos β-láctamicos y un 6% en cepas de SCN sensibles a 
antibióticos β-láctamicos ,se evidencia un alto porcentaje de la presencia de este gen  evidenciando que es el 
principal mecanismo de  resistencia a  antibióticos β-láctamicos , en este caso detectada por PCR  ; esta 
técnica también se utiliza para proveer un diagnostico temprano y exacto de enfermedades causadas por 
patógenos bacterianos. (11).A pesar de que aun no es rutinario su uso, puede llegarlo a ser en un futuro 
cercano. (19).  
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Por lo mencionado anteriormente y para contribuir al diagnostico de infecciones causadas por SCN y de esta 
manera disminuir el uso inadecuado de antibióticos y por lo tanto  la resistencia a estos, se realizo este 
estudio proyectado hacia un tamizaje molecular  que incluyo la detección de genes de resistencia y la 
determinación de su expresión, para brindar ayuda diagnostica más certeras y promisorias para el tratamiento 
de infecciones nosocomiales. Para la detección del  Gen mec A se empleo la PCR convencional pero para 
determinar la expresión de estos fue necesario incursionar en la PCR en tiempo real. (q PCR)  
 
La PCR en tiempo real (q PCR), es un método  ampliamente usado para la cuantificación génica  porque 
tiene un margen dinámico grande, ostenta de una alta sensibilidad, específicidad, y rapidez, no requiere  
ningún tratamiento de postamplificación; está técnica ha revolucionado la forma en que los laboratorios de 
Microbiología Clínica diagnostican patógenos humanos.  (11, 40,94,).  
Para el estudio de qPCR se utilizaron 20 cepas (submuestra) de las 61 mencionadas anteriormente, las cuales 
se distribuyen de la siguiente manera:    
Tabla No 21. Frecuencia del  tipo de muestra de la cual fue aislado el microorganismo SCN de  neonatos en  las tres 
instituciones de Bogotá.2007-2008. 
  INSITITUCION                 FRECUENCIA         PORCENTAJE     ACUMULADO 
                                  FSB                                          4                               20                             20 
                                  HUS                                         5                               25                             25 
                                  HT                                          11                               55                        100.00 
       Total                                        20                           100.00 
FSB: Fundación Salud Bosque; HUS: Hospital Universitario de la Samaritana; HT: Hospital del Tunal 
Según la Tabla No 21.  La institución con mayor número de muestras es el  HT con 55%, seguido de HUS con 25% y 
FSB con el 20%. 
De acuerdo  al perfil fenotípico se obtuvieron  los siguientes datos: 
Tabla No 22. Frecuencia de  la coloración de Gram, de (SCN) aislado de neonatos en tres instituciones DE 
Bogotá.2007-2008.  
C.GRAM                              FRECUENCIA       PORCENTAJE     ACUMULADO 
         POSITIVO                                    20                        100.00                      100.00 
       Total                                      20                         100.00 
Según la tabla No 22.  El 100% de las muestra de SCN aislados de neonatos de las tres instituciones participantes del 
estudio,  son cocos Gram positivos.   
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 Tabla No 23.  Frecuencia del  tipo de muestra de la cual fuerón  aislados los microorganismos SCN de  neonatos en  las 
tres instituciones de Bogotá durante los años 2007-2008 
MUESTRA                          FRECUENCIA         PORCENTAJE     ACUMULADO 
                          PUNTA DE CATETER                    2                            10.00                         10.00 
                          HEMOCULTIVO                            18                            90.00                       100.00 
       Total                                         20                          100.00 
Según la tabla  No 23. El   hemocultivo  en un  90.00%, y punta de catéter  10.00% son  el tipo de muestra de  la cual 
fue aislado el microorganismo (SCN), de neonatos en las tres instituciones de Bogotá.2007-2008. 
Tabla No24.   Frecuencia de los microorganismos (SCN) aislados de neonatos  de  tres instituciones de Bogotá durante 
los años 2007-2008. 
 
SCN                          FRECUENCIA         PORCENTAJE           ACUMULADO 
                          S. capitis                             3                                15.00                            15.00 
                         S.epidermidis                     12                                60.00                            60.00 
                         S.haemolyticus                    1                                   5.00                              5.00 
                         S.hominis                            2                                 10.00                             10.00        
                         S.lugdunensis                      1                                  5.00                               5.00 
                         S.saprohyticus                    1                                   5.00                               5.00 
                         S.sciuri                               0                                   0.00                              00.00 
    Total                            20                               100.00                            100.00 
Según la tabla No 24. Los microorganismos  (SCN) más frecuentemente aislados de neonatos de tres instituciones de 
Bogotá.2007-2008, son S epidermidis  con un 60.00%,  S.hominis 10.00%  y S. capitis 15.00%.  
Tabla No 25. Frecuencia de la sensibilidad y/o  resistencia de los microorganismos (SCN),aislados de neonatos de tres 
instituciones de Bogotá  a antibióticos β –láctamicos. 
β –láctamicos            FRECUENCIA         PORCENTAJE     ACUMULADO 
                          SENSIBILIDAD                          4                               20.00                         25.00 
                          RESISTENCIA                           16                              80.00                         75.00 
Total                                           20                             100.00 
Según  la Tabla No 25. La resistencia a antibióticos  β –láctamicos  del SCN en aislamientos neonatales de tres 
instituciones de Bogotá.2007-2008,fue 75.00% del 100%. 
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 Tabla  No 26.. Frecuencia de la presencia del Gen mec A en SCN aislado de neonatos de tres instituciones de 
Bogotá.2007-2008. 
Gen mec A              FRECUENCIA         PORCENTAJE     ACUMULADO 
                        AUSENTE                                 2                             10.00                           10.00 
                        PRESENTE                              18                             90.00                          100.00 
Total                                       20                           100.00 
Según laTabla No 26.  La  presencia del Gen mec A en SCN aislado de neonatos de tres instituciones de Bogotá.2007-
2008.Fue del 90.00%. 
Tabla No 27. Distribución de la presencia  Del Gen mec A según El microorganismo (SCN), en aislamientos neonatales  
en  tres  instituciones de Bogotá.2007-2008. 
                                                                          Gen mec A 
SCN                          AUSENCIA               PRESENCIA                           TOTAL 
                          S. capitis                           0                                       3                                       3 
                                                                0.00                                 100.00                              100.00 
S.epidermidis                  1                                      11                                      12 
                                     8.33                                  91.66                              100.00 
S.haemolyticus                0                                       1                                         1 
                                    0.00                                  100.00                               100.00 
S.hominis                        0                                       2                                         2 
                                    0.00                                  100.00                               100.00     
                          S.lugdunensis                  0                                        1                                         1 
                                                              0.00                                  100.00                               100.00 
S.saprohyticus               1                                         0                                        1        
                                100.00                                 00.00                                100.00    
                             Total                          2                                        18                                       20     
                                                            10.00                                  90.00                               100.00                                                                                 
 
Según la Tabla No 27. La presencia del Gen mec A  en los microorganismos (SCN), aislados de neonatos en  tres  
instituciones de Bogotá.2007-2008, es  del  90.00%, siendo el S.epidermidis  el más frecuentemente aislado con un  
91.66%. 
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Tabla No 28. Distribución de la presencia del gen  mec A según la sensibilidad a los β –láctamicos en SCN aislados en 
neonatos, en tres instituciones de Bogotá. 2007-2008. 
                                                                           Gen mec A 
Β –LÁCTAMICOS              AUSENCIA               PRESENCIA                           TOTAL 
RESISTENCIA                        2                                13                                        15 
                                            1 3.33                            86.66                                 100.00 
SENSIBILIDAD                      0                                  5                                         5 
                                             00.00                           100.00                                 100.00 
                             TOTAL                                    2                                 18                                       20 
                                                                         10.00                             90.00                                  100.00 
 
 
Según la tabla No 28. La distribución de la presencia del gen  mec A según la sensibilidad a los β –láctamicos  en SCN 
aislados en neonatos, en tres instituciones de Bogotá. 2007-2008, es del 10.00 % y un 90.00% para la resistencia a estos 
antibióticos. 
Dentro  de los  microorganismos  más conocidos se ha  reconocido al   S.epidermidis, como contaminante y  
no como patógeno; sin embargo,  debido a la alta distribución  entre los aislamientos de SERM 
(S.epidermidis resistentes a meticilina), y su persistencia en  dispositivos artificiales, lo han catalogado como 
uno de los patógenos màs importantes de infección nosocomial; Aproximadamente el 70 % de las cepas de S 
epidermidis  aisladas en el ambiente hospitalario  han adquirido resistencia  a meticilina y la mayoría de estos 
también  son resistentes a otros agentes antimicrobianos. (5,6). 
En este estudio, de los Staphyloccoccus coagulasa negativa (SCN), el  S.epidermidis fue el microorganismo 
hallado con mayor frecuencia en los aislamientos neonatales, de  tres instituciones de Bogotá (HUS, HT y 
FSB), obtenidas durante el periodo 2007-2008, (Tablas No 15,16y19). La frecuencia de este microorganismo 
fue del 80.33%, frente a un 19.67% de los otros SCN.Confirmando que el S.epidermidis es el más 
predominante de los SCN, como lo mencionan publicaciones  citadas en este estudio. 
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Según la National Nosocomial Infectious Surveillance de los Estados Unidos de América, las tasas de 
resistencia  a meticilina han aumentado en las dos ultimas décadas; y  actualmente el 60-85% de aislamientos 
clínicos son resistentes a meticilina.Es de destacar que de los Staphylococcus coagulasa negativa resistentes 
a meticilina (MRSCN) adquiridos a nivel nosocomial  no se les ha dado la  importancia requerida debido a 
los pocos accesos terapéuticos disponibles. Siendo lo más alarmante la incidencia de (MRSCN), observada 
también en individuos sin factores de riesgo establecidos en la comunidad (114).En la presente investigación 
la resistencia a antibióticos B-láctamicos  por parte de estos microorganismos con presencia del Gen  mec A 
es de 86.66 y 92.45% (tablas No 20 y 28).  se encontró una asociación estadísticamente significativa entre la 
presencia del Gen mec A y la resistencia a  antibióticos β  -láctamicos,  concordante con otros 
estudios.(5,6,17,26, 114,115). 
 
A pesar de  que el S. aureus es más virulento que  los SCN, estos usualmente son más resistentes a los 
antibióticos que el S aureus; esto se observa generalmente en pacientes con dispositivos artificiales  o 
inmunocomprometidos; los SCN son un reservorio  de genes de resistencia para el S. aureus; la trasferencia  
horizontal de genes  desde los SCN a S.aureus ha sido bien demostrada para acido fusidico, gentamicina, 
mupirocina y genes que confieren resistencia a meticilina, como el Gen mec A. Este complejo mec es 
llevado por el elemento genético denominado (SCC mec), y se sugiere que  en SCN las estructuras del SCC 
mec son más diversos e incluyen ocho combinaciones  mecccr, las cuales no han sido descritas en S aureus. 
(6,26). 
La caracterización molecular de este elemento genetico en varios aislamientos de S.epidermidis, identifican 
cinco tipos de SCCmec, previamente identificados en S.aureus ; además de gran cantidad de otros tipos no 
identificados y nuevos tipos de  SCCmec, indicando un alto grado de diversidad genética dentro de los 
elementos SCC mec llevados por S.epidermidis; de igual manera, el S.epidermidis mediante análisis de 
electroforesis en campo pulsado(PFGE),  ha mostrado una amplia diversidad genética dentro de la población, 
así como su diseminación    entre diferentes pacientes, salas y hospitales.(6). 
Lo anterior se ha corroborado  en varios estudios en donde el S.epidermidis ha sido aislado de pacientes con 
48 horas de admisión hospitalaria, de los cuales el 10 %  de los pacientes recibieron atención en salud, y esos 
aislamientos pueden ser clones circulantes en el hospital. (5). De igual manera,  en Colombia el grupo 
REMA (U.CM.C)  ha abordado esta temática  por medio de la caracterización molecular  de las cepas 
analizadas, utilizando PFGE  para establecer clones circulantes en el hospital y a su vez correlacionarlo con 
los resultados  obtenidos de la expresión del Gen mec A  del presente estudio, y de esta forma proporcionar 
un instrumento valioso para el control de infecciones causadas por  S.epidermidis y otros SCN a nivel clínico. 
8.3  DETECCIÓN DEL GEN mec A. 
Para las  61 cepas del laboratorio de la UCMC provenientes de las tres instituciones mencionadas; los dos 
tipos de extracción de DNA, para ser utilizado  en la detección del Gen mec A fueron óptimos, lo cual se 
determino al ser utilizados los dos tipos de extracción para la realización de la PCR convencional, con sus 
respectivos controles (control positivo y negativo). (Ver mètodologia). 
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Al cuantificar  en el fluorometro Quant-it™ dsDNA HS Assay Kits, la concentración del DNA extraído por 
los dos métodos  empleados  fue la siguiente: 
La concentración del DNA obtenido por el método de ebullición del DNA fue de 0,450 µg/ml   y la 
concentración del DNA obtenido  con Wizard ® genomic DNA y posteriormente purificado (kit de 
purificación de promega Wizard ® SV Gel and PCR Clean-Up System), fue de  7,81 µg/ml.Se prefirió 
utilizar este último método, por que se purifico el producto de PCR y se obtuvo una mayor concentración. 
Las condiciones para la amplificación del Gen mec A por la técnica de PCR                                                                  
convencional, fue la apropiada. Se observo la banda de 174 pb que corresponde  a la secuencia  del 
fragmento amplificado del Gen mec A. (Ver  Figura No 14 y la presencia del gen se observo en un 90.16% y 
90.00%, ver tabla No 18 y 26).LA DETECCIÓN DEL GEN mec A SE CONFIRMO POR MEDIO DE LA 
TECNICA q PCR. 
                                                                          
Fig. 14. A. cultivo de cepa de S.epidermidis. B. Electroforesis de los productos de PCR, corrido con patrón de peso 
molecular ladder de 50 pb, en gel de agarosa al 1,8%; en los carriles 3,4,6,8,11,12 correspondiente a 6  muestras de 61 
aislamientos clínicos neonatales  se visualiza la banda para la secuencia amplificada del gen mec A (174pb); en los 
carriles 2,5,7,9 correspondiente a  otras cuatro muestras de 61  aislamientos clínicos neonatales donde no  se observa 
banda para la secuencia amplificada del gen mec A;el carril número10 es el control negativo para la técnica de PCR  y el 
carril 11 y 12 corresponden a controles positivos de la técnica de PCR.  
El  SCCmec ha sido reportado en especies de Staphylococcus coagulasa negativa en S.epidermidis, 
S.haemolyticus, S. hominis, S. warneri y S cohnii. (112,113). En el presente estudio  la presencia del Gen mec 
A  para SCN  fue del 90.16 y 90.00%(submuestra) (ver Tablas No 20 y 26); el S. epidermidis con un 91.84 y 
91.66% (submuestra), seguido de S.hominis, S. capitis, S. haemolyticus, S lugdunensis, S.saprophyticus. 
(Tablas No 19 y 27). También se reporta la presencia del Gen mec A para  S .capitis, S lugdunensis y 
S.saprophyticus.  
 
Para la determinación de la expresión del Gen mec A  de SCN en  los aislamientos neonatales, se empleó la q 
PCR, la cual requirió una estandarización minuciosa  ya  que es una estrategia molecular novedosa, en la cual 
se ésta incursionando recientemente en nuestro país, siendo más compleja en el caso de utilizar como blanco 
la molécula de RNA, ya que en nuestro estudio  se enfatiza en expresión génica y no solo en la 
determinación del gen.  
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A 
B 
Teniendo en cuenta  que se obtuvo una buena estimación de  pureza, determinada por el índice dado en la 
lectura especto fotométrica (260/280), la cual fue de 1,93; este índice se considera óptimo por ser un valor 
cercano a 2,0.  
 
Por ahora los ensayos basados en  la transcripción inversa (RT-PCR) y  PCR en tiempo real son los métodos 
más comunes para la caracterización o confirmar el modelo de expresión génico y comparar niveles de 
mRNA en diversas poblaciones (11,22, 79, 94, 116, 117,118).La transcripción inversa es un paso muy 
importante y por lo mismo  se puede  ver afectada por la variabilidad y reproducibilidad en experimentos 
utilizando la q PCR (84,116,117,118);el primer aspecto critico a tener en cuenta  es  el estado dinámico de la 
célula ,causando una variación inherente del RNA. 
Para  disminuir  estas variaciones se realizo la curva de crecimiento bacteriano, esta curva se realizo  por 
duplicado y cada muestra por triplicado y asi se  logro establecer  el tiempo en el que el cultivo de las 
diferentes cepas, está en fase exponencial, donde  las células están en crecimiento constante, y la masa 
celular aumenta de forma exponencial, (figura No 15.) como  las cepas del presente estudio  han estado 
expuestas a presión selectiva  y por lo mismo es probable, que  el tiempo en el cual están en fase exponencial 
no es igual para todas las cepas. 
 
8.4 CURVA DE CRECIMIENTO BACTERIANO 
El  crecimiento de una población es el resultado del aumento del número total de células, que fue 
cuantificado indirectamente. (39). 
Con los datos obtenidos en la curva de crecimiento,  se observa que la fase exponencial  temprana para el 
8,4% de las cepas es de seis horas  y para el 91,6% es de ocho horas, la fase exponencial tardía  para el 8,3 % 
de las cepas es de ocho horas y el 8,3 % de las cepas es doce horas y el 83,4% de las cepas es de 10 
horas.(como lo muestra la figura No 15,donde para la cepa No71,la fase exponencial tardia fue de 10 
horas;en la figura No 16 se observa la curva de crecimiento de la cepa No 71 respecto el control (cepa 
ATCC12228),y la figura No 17,control el medio LB. 
Se logro establecer  el tiempo en el que el cultivo de cada una de las  cepas, están en fase exponencial, donde  
las células están en crecimiento constante, y la masa celular aumenta de forma exponencial y así realizar la 
extracción de RNA.  
  
 Fig 15. Curva de crecimiento para la cepa No  71.para la cual  la fase de crecimiento exponencial tardia        es de 10 
horas . 
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 Fig 16.Curva de crecimiento para la cepa No71 y para la cepa control ATCC 12228 de S.epidermidis 
 
Fig. 17. Curva de crecimiento para el medio LB, como control del medio. (Se observa que no hubo contaminación del 
medio durante la realización de la curva. 
Para la determinación de la expresión del Gen mec A  de SCN en  los aislamientos neonatales, se empleó la q 
PCR, la cual requirió una estandarización minuciosa  ya  que es una estrategia molecular novedosa, en la cual 
se ésta incursionando recientemente en nuestro país, siendo más compleja en el caso de utilizar como blanco 
la molécula de RNA, ya que en nuestro estudio  se enfatiza en expresión génica y no solo en la 
determinación del gen.  
 
8.5 Las condiciones experimentales  y los controles óptimos para la utilización de la qPCR en 
aislamientos clínicos de SCN, para el estudio de expresión del gen mec A. 
Como lo es la EXTRACCIÓN DE RNA arrojaron resultados reproducibles  para los tres métodos 
estandarizados. Para evaluar y cuantificar el RNA, se utilizo el espectrofotómetro JENWAY: la absorción  a 
260 nm fue de 0,194, lo que indica que la concentración de este es de 7,8µg/ml.  
El cociente A260/A280, da una estimación de la pureza que para este  RNA es de  1,932. (El método elegido 
fue donde la pureza del RNA fue mayor y se puede observar en la figura No 18). 
                                    
Fig. 18. A. Electroforesis  de la extracción de RNA, corrido con patrón de peso molecular  Lambda DNA Hind III (525-
23,130pb), se observa el RNA (en el carril 3 fue con el primer método, los carriles 4 y 5 con el segundo método y el 
carril 7 con el tercer método de extracción de RNA  estandarizados).  
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 En gel de agarosa al 1%, se observa el RNA .Se escogió el método con el cual el RNA  tiene un grado de pureza de 1, 
932, el tercer método de extracción de RNA. (Ver metodología). 
Teniendo en cuenta  que se obtuvo una buena estimación de  pureza, determinada por el índice dado en la 
lectura especto fotométrica (260/280), la cual fue de 1,93; este índice se considera óptimo por ser un valor 
cercano a 2,0.  
 
En la extracción del RNA, teniendo en cuenta que tiene una vida media corta (22,94, 119, 83, 84, 116,117), 
este procedimiento  es esencial para obtener resultados confiables y reproducibles. La qPCR también puede 
discriminar entre RNAs mensajeros (mRNAs) con secuencias casi idénticas,l o que la hace una tecnologia 
más especifica, al compararla con otras técnicas empleadas para estudios de expresión genica; 
adicionalmente, requiere mucho menos RNA molde y se obtiene un alto rendimiento. Se ha estimado que a 
partir de concentraciones iniciales de RNA de 4 µg/ml (73), se obtienen un  buen rendimiento en la  cinetica 
de la reacción .Cabe anotar que en este estudio se trabajó con concentraciones iniciales promedio de  
7,8µg/ml.  
 
La segunda razón  que puede afectar la RT-PCR  es  la pureza  e inestabilidad del RNA. Para asegurar un 
buen blanco de análisis  evitar  se estandarizo tres métodos para la extracción de RNA, se escogió el método 
en el que   se obtuvo  el RNA de mejor índice de calidad, y después de su obtención, se utilizo  lo más  
rápido posible. Un tercer aspecto a considerar es la eficiencia de la trascripción reversa disminuye cuando la 
cantidad y la calidad (productos inespecíficos) de RNA son bajas, en este caso la cantidad y la calidad fueron 
apropiadas. Se sustenta en el párrafo anterior que la concentración inicial es de 7,8µg/ml y la pureza de 1.93.  
 
El cuarto factor critico de la RT-PCRes el uso de iniciadores no específicos que  pueden  proveer resultados 
inespecíficos en la síntesis de c DNA y disminuir la sensibilidad en los ensayos cuantitativos; en este estudio 
se estandarizo la trascripción inversa con  random primers  y un iniciador especifico (iniciador para la cadena 
antisentido); diseñados en este estudio por estudio Bioinformatico, se obtuvo  en los dos casos  resultados 
comparables. 
Otro factor que puede introducir errores en la RT-PCR son los producidos por los efectos de estructuras  
secundarias y terciarias de mRNA, afectando el rendimiento de la reacción; esto se puede corregir utilizando 
la enzima SuperScript™,utilizada a una  temperatura de síntesis de cDNA  de 50 oC,se reporta que una 
temperatura más alta  mejora el rendimiento de la reacción, reduciendo el  grado de estructuras  secundarias 
de  mRNA .En este caso ,atendiendo a estas recomendaciones se uso una temperatura de sintesis de cDNA a  
60oC.(ver métodologia). 
Los ensayos en un paso o dos pasos para q PCR,  reflejaron alto rendimiento y combinaron alta sensibilidad 
y especificidad (118); los resultados crudos (Ct) obtenidos utilizando  los dos tipos de reacción son ademas, 
comparables, confiables y reproducibles. Los sistemas   utilizados de detección por fluorescencia, que 
emplean la sonda Taqman y el agente intercalanteSybrgreen, son ampliamente utilizados de acuerdo a los 
requerimientos y necesidades de cada investigación; se  ha sugerido  que debe tener un coeficiente de 
variación  bajo (74); en  este estudio se hallo un coeficiente de variación  para Taqman de 24.3% y Sybrgreen 
de 12.9%, considerados bajos. 
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Los productos en tiempo real pueden ser cuantificados generando una curva estándar o cuantificación 
relativamente respecto a un gen control.Propiamente la cuantificación esta basada en una curva estándar  de 
ADN plasmidico  u otras formas de DNA. (116).Esta curva estandar que usa ADN es un buen modelo, con 
alta estabilidad, sensibilidad y reproducibilidad, generando una relación lineal entre Ct y la cantidad inicial 
de cDNA, lo cual permite la determinación de la concentración de muestras desconocidas basado en los 
valores de su  Ct. (92, 93,117).Para el presente trabajo se realizo una curva estándar  con DNA plasmidico 
(obtenido por clonación de un inserto del gen mec A   en este estudio) y  por otra parte se uso cDNA de las 
cepas en estudio (usando diluciones del mismo cDNA, lo que asegura  que las reacciones  de este ensayo 
tienen la misma cantidad de cDNA) (93). (Metodologia y resultados). 
 
Existen actualmente dos modelos para la cuantificación en q PCR  uno es la cuantificación absoluta  
utilizando la curva estándar con DNA plasmidico (obtenido por clonación del amplicón de el Gen mec A), y 
se uso sonda Taqman para hacer la q PCR; este método asume que todos los estándares y las muestras tienen 
una eficiencia de amplificación aproximadamente igual, además la concentración de las diluciones seriadas 
están en el rango de las muestras experimentales y permanecierón  dentro de este, lo que  revela exactitud  y 
especificidad en la cuantificación(92,93). 
8.6  Para la cuantificación absoluta se utilizo el DNA plasmidico obtenido  por clonación del                             
producto de PCR del gen mec A y extraído con el método  PureLink ™Quick Plasmid Miniprep Kit 
(invitrogen), con una concentración de  (10.9µg); se confirmo que el vector  de clonación  pCR ®2.1 Topo 
tiene el inserto (secuencia correspondiente al Gen mec A) por electroforesis directamente del  DNA 
plasmidico y posterior a   PCR clásica. 
                                                           
Fig. 19. A. Colonias del Gen mec A para realizar extracción del DNA plasmidico (células transformadas).B. Colonias 
del Gen mec A para realizar extracción del DNA plasmidico (células transformadas donde se visualizan algunas 
colonias azules, las cuales no tienen el inserto).C.colonias azules aisladas para examinar el medio LB con antibiótico. 
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Fig. 20. A. Electroforesis  del DNA plasmidico para confirmar que se obtuvo el inserto deseado (carril 3) que es la secuencia 
amplificada del Gen mec A de 4028 pb (vector de 3.900pb+ inserto de 128pb) (corrido con el patrón de peso molecular (ppm), 
Lambda DNA Hind III), en gel de agarosa al 1%.B.Electroforesis del producto de PCR  del DNA plasmidico para confirmar que 
tiene el inserto deseado de la secuencia del gen mec A (128pb); en gel de agarosa al 1.8%, corrido con  patrón de peso molecular 
ladder de 100 pb .(carril 4,6,7y 8 es extracción de DNA plasmidico con el método lisis alcalina y el carril 10 es extracción de DNA 
plasmidico con el método lisis ebullición.(Ver metodología);el carril 11 control negativo y el carril 12 contol positivo  de la técnica 
PCR                                                                     
 Con el DNA plasmidico  obtenido se realizo la curva estándar para la  cuantificación  absoluta de la q PCR  
y asi interpolar  las muestras con la curva estándar. (Como se observa en la figura No 21). La  
estandarización de la qPCR, (sonda Taqman), arrojo un excelente resultado. La eficiencia de la q PCR, para 
la cuantificación absoluta fue de  2.0.  (Ver metodología).  
 
Fig. No 21.Curva Estándar de la cuantificación absoluta para la expresión del Gen mec A. Se observa interpolación de 
las muestras con los estándares. 
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Posteriormente  se obtuvo la curva de amplificación para los estándares y las  muestras del estudio como se 
observa en la figura No22. 
 
Fig. 22. Curva  de UFR (unidades de fluorescencia relativa) Vs Número de ciclos al cual inicia la fluorescencia para 
cada muestra y asi determinar el Ct, en la cuantificación absoluta. 
Tamaño Plásmido 3900 
Tamaño Inserto 128 
Total 4028 
Peso gr/mol 2658480 
copias/mol 6E+23 
Posteriormente se hallo la  concentración del No de copias  inicial del Gen mec A se utilizaron los siguientes 
datos: 
 
Con  esta formula se  hallo el No de copias inicial: 
 
El Número de copias  del Gen mec A fue de 2,257E+14; y de esta forma se obtuvo el No de copias para cada 
dilución y así poder interpolar los valores de Ct de  la curva estándar con                             las muestras y 
obtener la concentración del No de copias. 
Tabla No 27 Curva  estándar con DNA plasmidico para cuantificación absoluta de la expresión del Gen mec A. 
CURVA 
    DNA plasmidico Dilución          Promedio Ct                No de copias                   Log [] 
 
1.00E+05         29,37 2,26E+19 19,35410844 
 
1.00E+04         30,68 2,26E+18 18,35410844 
 
1.00E+03         31,42 2,26E+17 17,35410844 
 
1.00E+02         31,55 2,26E+16 16,35410844 
 
1.00E+01         31,85 2,26E+15 15,35410844 
 
Para  hallar la concentración del No de copias  se   utilizo  los siguientes parámetros : 
Eficiencia: 2.0 
Pendiente : -3,125 
Intercepto : 41,09 
R2:0,959  
r: 1.0, este es el rango de correlación y no lo había puesto por que se supone que cuando la eficiencia es de 
2.0,este coeficiente es de 1.0 y es dado por el equipo. 
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Tabla No 28 Concentración del .No de copias del Gen mec A  obtenidas por cuantificación absoluta  de las 20 cepas  de 
SCN de aislamientos neonatales de tres instituciones de Bogotá.2007-2008. 
No de la muestra Ct Concentración de No de 
copias 
S13 27,11 2,97E+04 
S14 32,50 5,61E+02 
S49 32,56 5,37E+02 
S50 34,00 1,87E+02 
R54 28,14 1,39E+04 
R6 37,94 1,02E+01 
R46 0,00 0,00E+00 
R53 23,17 5,43E+05 
R55 32,31 6,44E+02 
R57 0,00 0,00E+00 
R58 32,52 5,53E+02 
R66 28,32 1,22E+04 
R70 34,21 1,59E+02 
R71 32,70 4,84E+02 
R79 27,76 1,84E+04 
R82 31,42 1,24E+03 
R84 30,34 2,75E+03 
R90 33,15 3,48E+02 
R92 31,25 1,41E+03 
R95 32,07 7,68E+02 
ATCC 31,45 1,22E+03 
NTC 0,00 0,00E+00 
CTRL 38 0,00 0,00E+00 
CTRL ambiental 0,00 0,00E+00 
En la tabla No 28 .Se observa el número de las muestras, con su respectivo Ct y el No de copias para cada una de ellas.S 
significa sensible y R resistente a antibióticos β-lactamicos.ATCC es el control positivo, NTC es el control negativo sin muestra, CTRL 38 es otro 
control negativo con Enterobacter cloacae, CTRL ambiental s un tubo con mezcla de PCR, sin muestra y que se dejo abierto todo el tiempo de r 
ealización de la prueba para excluir cualquier tipo de contaminación. 
El coeficiente de varianza para la cuantificación absoluta utilizando sonda taqman, fue de 24.34%;el cual se 
hallo determinando la desviación estándar y el promedio del No de copias , para las cepas sensibles y 
resistentes a antibióticos β-lactamicos,y después promediando los valores : 
CV cepas sensibles                 
      CV cepas resistentes 
115,9479513 
370,8366774 
 
 
Posteriormente se determino el coeficiente de variación de la cuantificación absoluta. 
Los resultados  obtenidos por cuantificación absoluta de la concentración del número de copias,  evidencia 
expresión de el Gen mec A en 100% de las cepas  de SCN de aislamientos neonatales en las que por el perfil 
de susceptibilidad antimicrobiana ,son sensibles a antibióticos β-lactamicos como lo es la cepa No 13 con 
una concentración del No de copias de 2.97E+04,la cepa No 14 con 5.61 E+02,la cepa No 49 con  5.37 E+02 
y la cepa No 50 con 1.87 E+02(estas cepas tinen valores altos ),presentando discrepancias en un 100% ,con 
el perfil de suceptibilidad microbiana;en el 87.5% de las  cepas en las que por el perfil de susceptibilidad 
antimicrobiana son resistentes, se evidencia expresión del Gen mec A;se puede decir que empleando la 
cuantificación absoluta  la expresión del Gen mec A para definir una cepa como resistente de acuerdo al 
estudio genotípico es  una concentración del No de copias del Gen es de 1,02E+01,uno de los valores más 
altos  fue para la cepa No 53  y para la cual el reporte del perfil de suceptibilidad antimicrobiana  es la única 
de las cepas del estudio catalogada como metilresistente). 
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Por lo tanto las cepas mencionadas anteriormente con un número de copias mayor a 1,02E+01, son cepas con 
presencia del gen y con un perfil del gen mec A de resistencia a antibióticos β-lactamicos. 
 
Por otra parte  12.5% de las cepas  teniendo en cuenta el perfil de suceptibilidad microbiana son resistentes a 
antibióticos β-lactamicos, no tienen el Gen mec A determinado por PCR clásica o convencional no tienen 
expresión del gen por qPCR, por lo tanto se podría decir que  hay discrepancias entre el estudio fenotípico y 
genotípico  para el 100% de  las cepas sensibles y el 12.5% para las cepas resistentes. Aunque la prueba 
estadística kappa concluye que hay una concordancia moderada entre la expresión del Gen mec A  
determinada por  q PCR y el perfil de suceptibilidad antimicrobiana. Estas cepas se cuantificarón por que 
hacen parte del estudio, para  
determinar si había y en que porcentaje  concordancia, o si no la había con el perfil de suceptibilidad  
microbiana y asi mismo evaluar la concordancia solamente para la detección del gen de la q PCR con la PCR 
convencional. Para este 12.5% de las cepas, podríamos sugerir que el mecanismo de resistencia a β-
lactamicos  y de acuerdo a estudios  llevados  a cabo por el grupo REMA de la U.C.M.C ,estas cepas 
presentan el Gen blaz; podríamos sugerir que los mecanismos de resistencia puede darse por  este Gen 
(localizado en plásmidos o trasposones),cuyo mecanismo de resistencia es dado por hidrólisis enzimática de 
núcleo de los antibióticos β-láctamicos; Se reporta que hay una coregulación entre estos dos genes y es una 
via alterna para la expresión del Gen mec A.(3). 
Asimismo  este estudio evidencia concordancia entre la  PCR clásica o convencional y la q PCR, para la 
detección del Gen mec A. La concordancia moderada entre la expresión del Gen mec A  determinada por  q 
PCR y el perfil de suceptibilidad antimicrobiana,la cual se hallo con una prueba estadística kappa,esta dada a 
que el mayor número de muestras eran resistentes y se obtuvo un 87.5% de concordancia,pero si el número 
de cepas sensibles hubiera sido mayor la concordancia habría sido débil o simplemente no habría 
concordancia,ya que con estas cepas hubo discrepancias del 100%.Las implicaciones que tiene es que a pesar 
que la concordancia sea moderada ,la q PCR es más sensible y especifica que los métodos convencionales ,y 
se pudo observar que por el perfil antimicrobiano las cepas sensibles para antibióticos β-lactamicos,presentan 
el gen mec A y su expresión se comporta como cepas resistentes,lo cual sobredimensiona el problema de 
salud pública como lo es la resistencia bacteriana y en estos casos no se le brinda al paciente el tratamiento 
antimicrobiano adecuado,además después de estandarizada la técnica como se hizo en el presente estudio,en 
el cual el tiempo  del diagnóstico es mucho menor que con los métodos convencionales. 
 
El otro modelo empleado en este trabajo para valorar la expresión genica por qPCR  fue la cuantificación 
relativa o normalizada, en la cual  se  utilizo una curva estándar realizada con cinco diluciones seriadas de 
cDNA  de las cepas  estudiadas y se uso Sybrgreen como sistema de detección fluorescente ; este método 
mide variaciones en la expresión génica de las muestras comparado con un gen de referencia, lo mas estable 
posible, "Gen Housekeeping" (usado como normalizador); los resultados son expresados como  una 
proporción de la expresión del mRNA  del Gen mec A / expresión del Gen Housekeeping. La selección de los 
Genes normalizadores es uno de los aspectos claves,  teniendo en cuenta que, este gen "idealmente" debe ser 
expresado en todas las muestras estudiadas, y esto no siempre ocurre (86, 92,93 11). 
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 Por lo tanto, se requiere usar más de un gen normalizador. Los Genes Housekeeping  empleados en el 
estudio, fueron el 16srRNA   y el  gen tpi; si bien no existe un normalizador universal, la estabilidad 
excepcional de los transcriptos del Gen 16srRNA, es bien reportada (11, 18, 90,95), siendo este el más usado 
como modelo de expresión de genes mediante qPCR  en bacterias, para diagnóstico e identificación de 
infección bacteriana en la práctica clínica. 
El otro Gen Normalizador elegido fue el tpi; las secuencias que codifica este gen en procariotas y eucariotas 
son altamente conservadas entre especies filogenéticamente relacionadas. (22, 96, 90,97). Estos dos genes 
cumplen con las características  de un buen normalizador (Pag 25) .Se recomienda  utilizar dos o más genes 
normalizadores, porque la expresión de estos es influenciada por la actividad metábolica, y un solo gen 
puede falsear los resultados; los datos de la expresión de estos genes  se utilizarón para suplir el error 
experimental,  ya que la comparación de muestras requiere que la normalización compense diferencias en  la 
cantidad del material biológico en las muestras analizadas. (18, 86, 92,93, 120). 
 
8.7 La cuantificación  relativa por q PCR utilizada para  la expresión del Gen mec A, requirió la utilización 
de una curva estándar  con c DNA  de las cepas en estudio  y utilizando los genes Housekeeping 16srRNA y 
tpi, los cuales  fueron apropiados para usar como normalizadores; y asi  interpolar los Ct de las muestras con 
los Ct de los estándares.  La  estandarización de la qPCR, (Sybrgreen), arrojo un óptimo resultado. (Ver 
metodología).  La eficiencia de la reacción para la cuantificación absoluta fue de: 1,987.  Se obtuvieron los 
siguientes datos : 
Eficiencia: 1,9. 
Pendiente : -3,604 
Intercepto : 36,27 
R2:0,901  
r :  0.99   
El equipo  iQ5 optical System software versión 2.0 Biorad, obtuvo la curva estándar interpolando  los valores 
de Ct  con los Ct de las muestras, (como se observa en la figura No23). 
 
Fig. No 23.Curva Estándar de la cuantificación relativa para la expresión del Gen mec A. Se observa interpolación de las 
muestras con los estándares. 
Tabla No 29. Datos de Ct de los estándares y las 20 cepas de SCN de aislamientos neonatales de instituciones de 
Bogotá.2007-2008. Obtenidos por cuantificación relativa. 
Estandares Ct 
16srRNA y tpi 1(dilución1.00 E+01) 28,55 
16srRNA y tpi 2(dilución1.00 E+02) 28,05 
16srRNA y tpi 3(dilución1.00 E+03) 23,80 
16srRNA y tpi 4(dilución1.00 E+04) 20,97 
16srRNA y tpi 5 (dilución1.00 E+05) 19,07 
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No de la  muestra Ct 
S13 25,07 
S14 31,37 
S49 30,13 
S50 35,85 
R54 31,36 
R6 30,01 
R46 0,00 
R53 27,03 
R55 31,09 
R57 0,00 
R58 31,52 
R66 31,23 
R70 31,71 
R71 31,09 
R79 30,03 
R82 31,38 
R84 30,54 
R90 31,54 
R92 31,25 
R95 30,86 
ATCC 32,51 
NTC 0,00 
CTRL 38 0,00 
CTRL ambiental 0,00 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la tabla No 29 .Se observa el número de las muestras, y los estandares con su respectivo Ct para cada una de ellas.S 
significa sensible y R resistente a antibióticos β-lactamicos.ATCC es el control positivo, NTC es el control negativo sin muestra, CTRL 38 es otro 
control negativo con Enterobacter cloacae, CTRL ambiental s un tubo con mezcla de PCR, sin muestra y que se dejo abierto todo el tiempo de r 
ealización de la prueba para excluir cualquier tipo de contaminación. 
Posteriormente  se obtuvo la curva de amplificación para los estándares y las  muestras del estudio como se 
observa en la figura No24. 
 
Fig. 24. Curva  de UFR (unidades de fluorescencia relativa) Vs Número de ciclos al cual inicia la fluorescencia para 
cada muestra y asi determinar el Ct, en la cuantificación relativa.  
 
Fig. 25. Curva  melting para  cuantificación relativa. 
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En esta figura se observa  la curva melting, para la cuantificación relativa, donde no se observa primera derivada porque 
no hay dimeros de primers y la segunda derivada a una temperatura de 82oC
 
 es el producto del Gen  mec A.Y asi   se  
comprobó la especificidad de los fragmentos  detectados en la q PCR correspondiente a el producto del gen mec 
A. 
El software del iQ™5 versión, 2.0 puede calcular el radio de la expresión usando cada ∆Ct y 2∆∆ Ct;  al  igual 
eficiencia y  la obtención  del doble del producto es asumido. La pendiente de la curva es determinada y así 
se calcula la eficiencia de la PCR la cual es calculada  de acuerdo a la formula  E= 10(-1/m), usando el 
software. (110). 
En este tipo de cuantificación se denomina cuantificación normalizada debido a que se obtiene el número  de 
veces  de  la expresión del Gen mec A respecto a los Genes Housekeeping (o normalizadores). 
El software del iQ™5 versión, 2.0 calcula la cuantificación relativa (∆Ct), de las muestras frente a la curva 
estándar. Posteriormente se hallo el factor de normalización : 
                                                                             Cuantificación relativa (muestras Gen mec A) 
Factor de Normalización (Gen mec A) : 
                                              ( Cuantificación  relativa (Gen referencia1)*Cuantificación  relativa (Gen referencia2))1/n 
Después de obtener el factor Normalizador   se utilizo la siguiente formula : 
Cuantificación normalizada del Gen mec A : Cuantificación relativa (muestras Gen mec A) 
                                                                             Factor de Normalización 
Posteriormente  se realizo la expresión Normalizada a escala : 
Expresión Normalizada a alta escala (Gen mec A):   Expresión Normalizada  muestra (Gen mec A) 
                                                             Expresión Normalizada  muestra  ( alta expresión Gen mec A) 
 
Expresión Normalizada a baja escala (Gen mec A):   Expresión Normalizada  muestra (Gen mec A) 
                                                             Expresión Normalizada  muestra  ( baja expresión Gen mec A) 
Con las tres curvas estándar, una con solo el gen 16srRNA, una con solo el Gen tpi, y la tercera con 16srRNA 
y tpi. Se realizo las cuantificación normalizada con los estándares de cada curva y se obtuvo los siguientes 
resultados :  
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Expresión Normalizada a baja escala del Gen mec A con los Genes Normalizadores 
 
                    
                                
Fig. No26. Expresión Normalizada a baja escala del Gen mec A con los Genes Housekeeping, se observa que con las 
tres curvas estándar realizadas la expresión es la misma.Como lo demuestra la formula la expresión normalizada a baja 
escala, es cuando se obtiene los cambios de  expresión de cada muestra del estudio con  la expresión en este caso de  la 
muestra No 84 (la cual tuvo la más baja expresión).En la grafica se observa que las muestras No 13,50,53,84 y 95 son 
las que tienen un nivel de expresión más bajo. (Ver tabla No 31). 
Expresión Normalizada a alta escala del Gen mec A con los Genes Normalizadores 
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Fig. No27. Expresión Normalizada a alta escala del Gen mec A con los Genes Housekeeping, se observa que con las tres 
curvas estándar realizadas la expresión es la misma. Como lo demuestra la formula la expresión normalizada a altaa 
escala, es cuando se obtiene los cambios de  expresión de cada muestra del estudio con  la expresión en este caso del 
control positivo (la cual tuvo la más alta expresión).En la grafica se observa que las muestras No 13, 50, 53,84 y 95 son 
las que tienen un nivel de expresión más bajo. (Ver tabla No31). 
Es importante resaltar  con los dos tipos de expresión normalizada a baja escala y alta escala es que se 
obtuvierón los mismos resultados. 
Coeficiente correlación 16srRNA 1 
Coeficiente correlación tpi 1 
Coeficiente correlación 16srRNA y tpi 1 
 
El coeficiente de correlación para  las tres curvas estándar es de 1; por lo tanto se hallo la desviación 
estándar, la varianza  para cada curva, también  se  hallo el coeficiente de variación y fue el mismo para las 
tres curvas y se resolvió usar como curva estándar  para la expresión normalizada la curva con los dos  genes 
el 16srRNA y tpi. (Los datos que sustentan lo anterior, se observa en la tabla No 30). 
Tabla No 30.Coeficiente de correlación de las tres curvas utilizadas para la realización de la cuantificación relativa con 
Sybrgreen. 
Desviación y varianza 16srRNA y tpi Desviación y varianza 16srRNA Desviación y varianza tpi   
57,65836521 2,82726E+15 7,05911E+16   
3324,487079 7,99341E+30 4,9831E+33   
Coef correlación 16s,tpi y 16srRNA 1    
Coef correlación 16s,tpi y tpi 1    
Coef correlación 16srRNA y tpi 1    
1,770428766 1,770428766 1,770428766 COEF DE ASIMETRIA  
44,5963312 2,18677E+15 5,45993E+16 MEDIA ARIMETICA  
129,2894811 129,2894811 129,2894811     
12,93% 12,93% 12,93% COEFICIENTE DE VARIACIÓN 
 
En el presente estudio con las tres curvas estándar realizadas con los genes Housekeeping, 16srRNA y tpi, 
por separado  y la tercera con los dos genes simultaneamente, se evidencio un coeficiente de correlación de 1  
para las tres curvas y los mismos resultados para la expresión del Gen mec A, confirmando asi que los dos 
genes normalizadores funcionaron bien en el ensayo. 
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Tabla No31. Expresión normalizada del Gen mec A respecto a los genes 16srRNA y tpi. 
Muestras Mean Ct Expresión normalizada 16s y tpi 
S13 25,07 0,154856421 
S14 31,37 78,70498322 
S49 30,13 24,2000784 
S50 35,85 0,329205512 
R54 31,36 98,36926159 
R6 30,01 21,11580579 
R46 0,00 0 
R53 27,03 1,909149198 
R55 31,09 123,5079994 
R57 0,00 0 
R58 31,52 45,21565506 
R66 31,23 72,27596522 
R70 31,71 115,7302238 
R71 31,09 60,28460657 
R79 30,33 28,92231555 
R82 31,38 79,08518105 
R84 30,54 0,023425847 
R90 31,54 13,19779605 
R92 31,25 71,07223932 
R95 30,86 0,795177607 
atcc 32,51 235,4180231 
NTC 0,00 0 
CTRL38 0,00 0 
ambiental 0,00 0 
 
En la Tabla No 31. Se observa la cepa de menor expresión es la No 84 y la cepa de mayor expresión es la ATCC 
12228.Los aislamientos 46 y 57 no tienen el gen mec A y por supuesto no lo expresa. 
 
Fig. No 28. Grafica de la expresión Normalizada del Gen mec A con los Genes Housekeeping 16srRNA y tpi.Cuyos 
valores están representados en la Tabla No 30.Donde se observa al igual que en la expresión normalizada a baja escala y 
alta escala, es que los cambios de expresión de los transcritos del gen mec A en las muestras No13, 50,53,84 y 95, son 
bajos en relación a los genes normalizadores,  los cambios de expresión de los transcritos del gen mec A  de las 
muestras No 6,49,58,66,71,79,82,92 ,no son ni los más balos ni los más altos en relación a los genes normalizadores y  
los cambios de expresión de los transcritos del gen mec A  de las muestras No 54, 55,70 y la cepa ATCC 12228 son los 
más altos en relación a los genes normalizadores. 
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Los resultados obtenidos por cuantificación relativa de la expresión normalizada  de el Gen mec A  refleja 
expresión  de este gen  en el  100% de las cepas  de SCN de aislamientos neonatales en las que por el perfil 
de susceptibilidad antimicrobiana, son sensibles a antibióticos β-lactamicos  (ver tabla No 29.)  Por otra 
parte, en el 87.5% de las  cepas en las que por el perfil de susceptibilidad antimicrobiana  son resistentes, se 
evidencia expresión del Gen mec A; se puede decir que empleando la cuantificación relativa la expresión 
normalizada del Gen mec A para definir una cepa como resistente de acuerdo al estudio genotípico es  una 
expresión normalizada  de 0.023. El valor más alto de las cepas del estudio  lo obtuvo la cepa No 55 con un 
valor de 123.507 y el valor para la cepa ATCC 12228 de S.epidermidis fue de 235.418. A si mismo el 12.5% 
de las cepas por el perfil de suceptibilidad microbiana son resistentes a antibióticos β-lactamicos, no tienen el 
Gen mec A determinado por PCR clásica o convencional, no tienen expresión del gen por q PCR, por lo tanto 
se podría decir que  hay discrepancias entre el estudio fenotípico y genotípico  para el 100% de las cepas 
sensibles y el 12.5% para las cepas resistentes, dato totalmente consistente con  los resultados arrojados por 
cuantificación absoluta.Las sensibles presentarón presencia del gen mec A y expresión del mismo y ya he mencionado 
que con estas cepas se presento el 100% de discrepancias con el perfil de suceptibilidad antimicrobiana. 
 
Los Staphylococcus coagulasa negativa se consideran  dentro de los microorganismos más  comúnmente 
aisladas de especímenes de hemocultivo, su identificación  específica es necesaria cuando se aislan en 
pacientes inmunocomprometidos o pacientes con  dispositivos artificiales; aunque el S.epidermidis es el más 
frecuentemente aislado de este tipo de muestra, hay otros SCN causantes de infecciones nosocomiales como   
bacteremia o sepsis (11,114).Como se  corrobora en este estudio en las cepas aisladas de  neonatos de tres 
instituciones de Bogotá (ver tablas 15,16 y 24), el tipo predominante de muestra de la cual fueron aislados 
los SCN  fue el hemocultivo  con un 93.44 y 90.00% , seguido de los provenientes de punta de catéter,   con 
un 6.56 y 10% (Tablas No 14 y 23); Si bien  es importante recalcar que los SCN especialmente el 
S.epidermidis es uno de los patógenos que más persiste en dispositivos artificiales, siendo estos muchas 
veces la puerta de entrada para causar infecciónes, llegando a producir hasta la muerte (ver tablas No 14 y 
23). 
  
Por lo mencionado anteriormente  es  significativo referir que  la expresión del Gen mec A para las cepas No 
13 y 14 que corresponden a muestras procedentes del mismo paciente, pero de diferente tipo de muestra, 
presentan cuantificaciones de la expresión tanto absoluta como relativa, significativamente diferentes, siendo 
mayor la expresión del Gen mecA en la muestra de punta de cateter. Es así como, la No 13 procedente de 
hemocultivo, por cuantificación absoluta la concentración del No de copias  es  2.97E+04, y la No 14  
procedente de punta de catéter, pero del mismo paciente, por cuantificación absoluta es 5.61E+02; la 
expresión normalizada por cuantificación relativa es  0.154 y de 78.704, respectivamente en las cepas 
provenientes de hemocultivo y punta de cateter. Este hallazgo que  denota diferencias entre la  expresión del 
Gen mec A de acuerdo al tipo de muestra y que se corrobora por los  dos tipos de  cuantificaciones empleadas 
en el estudio, permite plantear que en los dispositivos artificiales, en donde se evidencia la presencia de 
Biofilm, lo que puede ser otro factor de mayor persistencia  y por tanto de gran  diseminación   de la 
infección, como se demostró en estudios previos, en estas mismas cepas (dato no mostrado) (ver anexo3). 
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Al comparar los dos tipos de cuantificacion, se encontro que la cuantificación absoluta es más laboriosa que 
la cuantificación relativa, debido a que se crea la necesidad de establecer  estándares  para cada q PCR; en 
este caso, se usó un DNA recombinante plásmidico ( con un fragmento del gen mecA), lo cual hace la 
reacción mas especifica;  La cuantificación relativa es mas utilizada, pero requiere de la búsqueda de genes 
normalizadores que pueden o no ser estables en determinadas  células, dependiendo de su actividad 
metabólica. Para comparar muestras  entre dos PCR diferentes,  es necesario incluir un Gen de referencia o 
un control interno; en este estudio se  utilizaron Genes normalizadores y sus respectivos controles, de  los 
cuales  se discutirá mas adelante; también se compararon los resultados en dos experimentos de 
cuantificación relativa en días diferentes y se obtuvo un coeficiente de variación de 0.75 (variación 
interensayo). Se reporta  que cuando los datos comparados son probados durante diferentes días o en 
laboratorios diferentes, la cuantificación absoluta puede ser preferida por que los resultados se basan en una 
constante. 
 En términos generales los dos tipos de cuantificación  pueden producir resultados comparables,  si se tiene 
en cuenta cada  factor crítico ya discutido anteriormente;  en esta investigación fueron comparables 
directamente, los datos crudos (Ct)  de la expresión del Gen mec A y en el análisis estadístico y de 
correlación clínica también se encontró una expresión concordante. Es decir que las cepas que  evidenciaron 
expresión del gen de resistencia pudieron ser detectadas por ambos métodos.    
Para el análisis de datos de la cuantificación relativa existen modelos mátemáticos para calcular la expresión 
normalizada génica (86, 92,93 118); entre estos se encuentra  el método comparativo de Ct (2-∆∆Ct), calcula 
cambios  en la cuantificación relativa  entre la muestra de interés y en este caso el Gen normalizador. Este 
método incluye una corrección para la eficiencia de amplificación no ideal, la cinética de amplificación  del 
gen objetivo y el de referencia (Normalizador), deben ser aproximadamente iguales; El tamaño  del producto 
de  q PCR puede ser  menor de 150 pb y la reacción rigurosamente optimizada con este método.(92,93). El  
software del iQ™5 versión, 2.0, calcula la expresión normalizada  usando este método  basado en el sitio 
web geNorm perfilado por el Dr  Jo Vandesompele; se asume igual eficiencia y la obtención del producto 
(110).El tamaño del producto de q PCR  del Gen mec A es de 128 pb y se asumió la eficiencia de 
amplificación para cada blanco y se obtuvo un coeficiente de variación de 2.01; se determino la pendiente de 
la curva , se calculo la eficiencia de amplificación usando la curva estándar  generando un valor de 1.9. En la 
cuantificación absoluta se calculo la expresión del Gen mec A usando ∆Ct, con el  software del iQ™5 
versión, 2.0,  se asumió la eficiencia de amplificación para cada blanco y fueron iguales, se determino la 
pediente de la curva y la eficiencia de amplificación usando la curva estándar fue de 2.0. 
 
Para  la validación y verificación de la q PCR, es importante la utilización de controles (40,92), tanto para la 
cuantificación absoluta y relativa de la expresión del Gen mec A. Se utilizo un control interno que fue  un 
organismo filogenéticamente no relacionado, un Enterobacter cloacae,  al cual se le detecto la presencia de 
el Gen mec A.Para su amplificación por q PCR se utilizaron iniciadores específicos y en el caso de la 
cuantificación absoluta sonda Taqman para bacterias Gram negativas; este tipo de control se utilizó para  
aumentar la confiabilidad de los ensayos, por que este logra  detectar falsos negativos que pueden darse 
especialmente por inhibición de la reacción, este fue coamplificado en el mismo tubo con el DNA blanco , de 
esta manera se evaluo la reacción de PCR.(92).     
 
 
 
75 
Es importante mencionar que  el  Enterobacter cloacae, en los últimos años,  ha sido asociado con varios 
brotes   y podría ser cada vez más común en infecciones nosocomiales; esto se debe a que 
Produce βlactamasas de espectro extendido,  lo que le confiere resistencia a antibióticos como 
cefalosporinas, aminoglucosidos entre otros y se investiga para β-lactamicos. (121). Como control positivo 
se utilizo  la cepa ATCC 12228, ya que tiene el gen mec A; como control negativo se utilizo la mezcla de 
qPCR sin  RNA para la  Cuantificación absoluta y sin cDNA para la Cuantificación relativa. Y otro control 
negativo con la bacteria  Enterobacter cloacae con los iniciadores para  la secuencia del Gen mec A de SCN 
y en la cuantificación absoluta,  también con la sonda especifica para SCN y por último  se utilizo un control 
ambiental, un tubo con  la mezcla de q PCR que se dejo abierto, para detectar posible contaminación de 
DNA en el ambiente. 
Finalmente la resistencia bacteriana como problema de salud pública , requiere la intervención desde 
distintos enfoque básicos, aplicados y clínicos.En este estudio se pudo evidenciar la concordancia moderada 
existente entre la presencia/expresión del Gen mec A con el perfil de susceptibilidad antimicrobiana a 
antibióticos β-lactamicos, empleando la tecnología de q PCR, la cual se vislumbra como una estrategia de 
tamizaje molecular, que permitirá mejorar el diagnostico y por ende el tratamiento  de infecciones 
nosocomiales , asi como disminuir el uso inadecuado  de antibióticos y contribuir en la contención de la 
resistencia bacteriana. 
 
9. Para correlacionar los resultados obtenidos de la presencia y expresión del gen mec A con los 
hallazgos fenotípicos de susceptibilidad microbiana, se realizo la prueba kappa, donde se determino que 
hay una concordancia  moderada con un valor de 0,35. 
10. ANALISIS ESTADISTICO 
Para la evaluación de cada experimento se realizaron  dos replicas para cada uno. Los ensayos  para 
expresión de genes, se calculo con sus correspondientes intervalos de confianza  de 95%, y con un 
coeficiente de variación (cv; Taqman de 24.3%(ver resultados de cuantificación absoluta) y cv; Sybrgreen de 
12.9%(ver tabla No 30)), se obtuvo   un coeficiente de variación bajo, como  se sugiere para la q PCR (94). 
Las variables continuas se describieron con medidas de tendencia central y de dispersión apropiadas según la 
distribución de los datos. La distribución de los datos se analizo usando la prueba de Shapiro Wilks. 
La asociación entre variables categóricas se analizo con la prueba exacta de Fisher: 
Para la detección del Gen mec A, con un número muestral de 61 cepas analizadas se determino que hay una 
asociación estadísticamente significativa entre la presencia del gen mec A y la resistencia a los antibióticos β 
–láctamicos, debido a que el valor P  fue de 0,05.  
Para la q PCR, con un No muestral de 20 cepas analizadas se determino que hay una asociación 
estadísticamente significativa entre la presencia del gen mec A y la resistencia  a los antibióticos β –
láctamicos, debido a que el valor P fue de 0,05. 
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Para las 61 cepas utilizadas para determinar la presencia del  Gen mec A fue de un  90.16% y las 20 cepas 
utilizadas para  realizar la técnica de q PCR, la presencia del Gen mec A fue de un 90.00%.Lo que puede 
explicar estadísticamente por que el valor P es igual a 0.05 y por lo tanto hay una asociación estadísticamente 
significativa entre la presencia del Gen mec A y la resistencia a antibióticos  β –láctamicos. 
Las comparaciones entre las variables cuantitativas se hicieron usando la prueba no paramétrica  wilcoxon 
rank-sum (Mann-Whitney): 
Para comparar la cuantificación absoluta (taqman) , con la presencia del Gen mec A utilizando esta prueba se 
obtuvo lo siguiente : 
Un rango de 0 a 54.300, percentil 25 de 484, mediana de 768, percentil 75 de 12200, con un valor P de 0.05 
por lo tanto hay asociación estadísticamente significativa entre las medianas de la concentración del No de 
copias del Gen mec A entre las cepas con presencia del gen. 
Para comparar la cuantificación absoluta (taqman) del Gen mec A, con sensibilidad y resistencia a 
antibióticos  β –láctamicos utilizando esta prueba se obtuvo lo siguiente : 
Para la sensibilidad a  β –láctamicos, un rango de 10.2 a 54.300, percentil 25 de 537, mediana de 561, 
percentil 75 de 13900, para la resistencia  un rango de 0 a 29700,percentil 25 de 187, mediana  de 644, 
percentil 75 de  2750 con un valor P de 0.05 por lo tanto hay asociación estadísticamente significativa entre 
las medianas de la concentración del No de copias del Gen mec A entre las cepas  sensibles y resistentes , 
pero se observa una tendencia a que la mediana sea más alta entre las cepas resistentes. 
 
Fig. 29. Medianas  de la concentración del No de copias del Gen mec A entre las cepas sensibles y resistentes a 
antibióticos β –láctamicos. 
Para comparar la cuantificación relativa (Sybrgreen)del Gen mec A , usando la curva estándar con los 
(16srRNA y tpi) con la ausencia y  presencia del Gen mec A utilizando esta prueba se obtuvo lo siguiente : 
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Fig. 30. Comparación de la cuantificación relativa con la ausencia y presencia del Gen mec A. Para la ausencia del gen 
mec A se observa un rango de 0 a 0.32, percentil 25 de 0, mediana de 0.16, percentil 75 de  0.32.Para la presencia  del 
Gen mec A se observa un rango de 0 a 235.418, percentil 25 de 1.90, mediana de 45.21, percentil 75 de 79.08, con un 
valor extremo de 235.418 que corresponde a la expresión normalizada de la cepa ATCC.     
Con un valor P de 0.05 por lo tanto hay asociación estadísticamente significativa entre las medianas del  
número de veces de la expresión del Gen mec A  respecto a los Genes 16srRNA y tpi entre las cepas con  
ausencia y presencia del gen.  
Para comparar la cuantificación relativa (Sybrgreen) del Gen mec A, usando la curva estándar con los Genes 
(16srRNA y tpi) con la sensibilidad y resistencia a antibióticos  β –láctamicoss utilizando esta prueba se 
obtuvo lo siguiente : 
 
Fig. 31. Comparación de la cuantificación relativa del Gen mec A con la sensibilidad y resistencia  a antibióticos β –
láctamicos. Para la sensibilidad a β –láctamicos se observa un rango de  1.90 a 98.36, percentil 25 de 21.11, mediana de 
24.20,  percentil 75 de 78.70;para la resistencia a  β –láctamicos se observa un rango de 0 a 123.50,percentil 25 de 0.15 , 
mediana de 28.92, percentil 75 de 72.27, con un valor P  de 0.5125 por lo tanto no hay asociación estadísticamente 
significativa entre las medianas del número de veces  de la expresión del Gen mec A  respecto a los Genes  16srRNA y 
tpi entre las cepas  sensibles y resistentes , pero se observa una tendencia a que la mediana sea más alta entre las cepas 
resistentes. 
Para comparar la cuantificación relativa (Sybrgreen) del Gen mec A , usando la curva estándar con el Gen  
16srRNA  con la ausencia y  presencia del Gen mec A utilizando esta prueba se obtuvo lo siguiente : 
 
Fig. 32. Comparación de la cuantificación relativa del Gen mec A con la ausencia y presencia del Gen mec A. Para la 
ausencia del gen mec A se observa un rango de 0 a 1.61 e+13, percentil 25 de 0, mediana de 8.05 e+12, percentil 75 de  
1.61 e+13.Para la presencia  del Gen mec A se observa un rango de 0 a 1.15 e+16, percentil 25 de 9.36 e+13, mediana 
de 2.22 e+15, percentil 75 de 3.88 e+15, con un valor extremo de 1.15 e+16 que corresponde a la expresión normalizada 
de la cepa ATCC.     
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Con un valor P de 0.05 por lo tanto hay asociación estadísticamente significativa entre las medianas del  
número de veces de la expresión del Gen mec A  respecto a el Gen 16srRNA  entre las cepas con  ausencia y 
presencia del gen. 
Para comparar la cuantificación relativa (Sybrgreen) del Gen mec A, usando la curva estándar con el Gen 
(16srRNA )con la sensibilidad y resistencia a antibióticos  β –láctamicoss utilizando esta prueba se obtuvo lo 
siguiente : 
 
 
Fig. 33. Comparación de la cuantificación relativa del  Gen mec A con la sensibilidad y resistencia  a antibióticos β –
láctamicos. Para la sensibilidad a β –láctamicos se observa un rango de  9.36 e +13 a 4.82 e+15, percentil 25 de 1.04 e 
+15, mediana de 1.19 e+15,  percentil 75 de 3.86 e+15;para la resistencia a  β –láctamicos se observa un rango de 0 a 
6.06 e+15,percentil 25 de 7.59 e+12 , mediana de 1.42 e+15, percentil 75 de 3.54 e+15, con un valor P  de 0.05 por lo 
tanto hay asociación estadísticamente significativa entre las medianas del número de veces  de la expresión del Gen mec 
A  respecto a el Gen  16srRNA entre las cepas  sensibles y resistentes , y se observa una tendencia a que la mediana sea 
más alta entre las cepas resistentes. 
Para comparar la cuantificación relativa (Sybrgreen)del Gen mec A , usando la curva estándar con el Gen  tpi  
con la ausencia y  presencia del Gen mec A utilizando esta prueba se obtuvo lo siguiente : 
 
 
Fig. 34. Comparación de la cuantificación relativa del Gen mec A con la ausencia y presencia del Gen mec A. Para la 
ausencia del gen mec A se observa un rango de 0 a 4.03 e+13, percentil 25 de 0, mediana de 2.02 e+14, percentil 75 de  
4.03 e+13.Para la presencia  del Gen mec A se observa un rango de 0 a 2.88+17, percentil 25 de 2.34 e+15, mediana de 
5.54 e+16, percentil 75 de 9.68 e+16, con un valor extremo de 2.88 e+17 que corresponde a la expresión normalizada de 
la cepa ATCC.     
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Con un valor P de 0.05  por lo tanto hay asociación estadísticamente significativa entre las medianas del  
número de veces de la expresión del Gen mec A  respecto a el Gene tpi entre las cepas con  ausencia y 
presencia del gen. 
Para comparar la cuantificación relativa (Sybrgreen) del Gen mec A, usando la curva estándar con el Gen (tpi 
)con la sensibilidad y resistencia a antibióticos  β –láctamicoss utilizando esta prueba se obtuvo lo siguiente : 
 
Fig. 35 Comparación de la cuantificación relativa del  Gen mec A con la sensibilidad y resistencia  a antibióticos β –
láctamicos. Para la sensibilidad a β –láctamicos se observa un rango de  2.34 e +15 a 1.20 e+17, percentil 25 de 2.59 e 
+16, mediana de 2.96e+16,  percentil 75 de 9.64 e+16;para la resistencia a  β –láctamicos se observa un rango de 0 a 
1.51 e+17,percentil 25 de 1.90 e+14 , mediana de 3.54 e+16, percentil 75 de 8.85 e+16, con un valor P  de 0.5125 por lo 
tanto no hay asociación estadísticamente significativa entre las medianas del número de veces  de la expresión del Gen 
mec A  respecto a el Gen  tpi entre las cepas  sensibles y resistentes , pero se observa una tendencia a que la mediana sea 
más alta entre las cepas resistentes. 
Se utilizo una prueba kappa de concordancia para  la presencia/expresión del gen mec A, con el perfil 
de susceptibilidad microbiana a antibióticos  β -láctamicos; se determino que  la coincidencia observada 
es de 76.19%, la coincidencia  total esperada solo por el azar es de 63.49%, la coincidencia real  sin 
intervención del azar  es de 12.7%, y la coincidencia potencial sin participación del azar es de 36.51%, como 
resultado de kappa hay una concordancia moderada de 0.35 (122). 
El análisis estadístico se realizo empleando el programa STATA 10.0. 
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11. CONCLUSIONES 
 
 
 
 Los Staphylococcus coagulasa negativa, son agentes causales  de infección nosocomial  
persistentes en dispositivos artificiales y aislados en el ambiente hospitalario; siendo el  más 
importante el S.epidermidis  y el más frecuentemente aislado como se demuestra en este 
estudio en un  80.33% fue hallado, frente a un 19.67% de los otros SCN; estos presentan una 
prevalencia de la presencia del gen mec A  de 90.00%  respectivamente. 
 
 Hoy en día se ha determinado que la resistencia bacteriana no esta dada por la virulencia de 
un microorganismo, lo que hace más importante este estudio por que los SCN son menos 
virulentos que el S.aureus pero son más resistentes a los antibióticos, debido a que los SCN 
son un reservorio de genes de resistencia para el S.aureus, lo cual ha sido bien demostrado 
con el gen mec A.Y además  en los SCN las estructuras del SCC mec son más diversas e 
incluyen ocho combinaciones de meccr,las cuales no se han descrito hasta el momento en 
S.aureus. 
 
 Estadísticamente se pudo evidenciar  concordancia moderada existente entre la 
presencia/expresión del Gen mec A con el perfil de susceptibilidad antimicrobiana a 
antibióticos β-lactamicos. 
 
 Este trabajo explica la resolución de las discrepancias presentadas entre el estudio genotípico 
y fenotípico de cepas causantes de Sepsis neonatal. 
 
 La tecnología de  PCR en tiempo real ha revolucionado  el diagnòstico de patógenos 
humanos en microbiologia clínica, usada comúnmente  para el análisis  de expresión génica, 
siendo altamente sensible, específica y rápida.En este estudio se pudo evidenciar su 
aplicabilidad en la cuantificación de la expresión génica e interpretación clínica. 
 
 Para la realización de la qPCR, se estandarizo minuciosamente la extracción de RNA, la 
reacción de transcripción inversa en un solo paso y en dos pasos, y las condiciones de 
manejo, realización e interpretación de  la cuantificación absoluta y relativa, usando tanto 
sistemas de intercalación de fluoroforos, como el sistema de detección de sondas Taqman. 
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 En esta investigación  de la expresión del Gen mec A, los dos tipos de cuantificación  
produjeron  resultados comparables directamente, los datos crudos (Ct), de la expresión del 
Gen mec A, en el análisis estadístico y de correlación clínica; es decir que las cepas 
evidenciaron expresión del gen de resistencia a β-lactamicos fueron detectadas por los dos 
métodos. 
 
 Para definir una cepa portadora del Gen mec A como resistente, se requiere por cuantificación 
absoluta, una  concentración del No de copias de1.02E+01 y  por cuantificación relativa 
0.023, que corresponde  a la expresión del Gen mec A, una proporción de este gen respecto a  
los genes normalizadores 16srRNA y tpi. 
 
 Las diferencias  encontradas entre la expresión del Gen mec A, de acuerdo al tipo de muestra 
utilizada, (hemocultivo y punta de catéter); permite plantear diversas hipótesis, sobre el grado 
de agresividad del microorganismo y otros factores a considerar en infección nosocomial. 
 
 Este estudio contribuye  en los esfuerzos aunados  para lograr la contención de la resistencia 
bacteriana en infecciones nosocomiales, resolviendo en parte las discrepancias entre los 
diagnosticos clínicos fenotípicos y genotípicos; reduciendo el tiempo del diagnostico, 
permitiendo mejorar el establecimiento de la terapia  antimicrobiana apropiada y por ende 
reducir el uso indiscriminado de antibióticos, asi como el consecuente impacto del desarrollo 
de la resistencia bacteriana en el medio hospitalario que aquejan al mundo y especialmente a 
nuestro país. 
 
 Por medio de esta 
investigación se motivara a la comunidad  médica tratante para que hagan un mayor uso de 
estas herramientas diagnósticas, entrando en la nueva etapa de la medicina basada en la 
evidencia molecular. 
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Anexo 1 
 
FORMULARIO PARA EL TRABAJO DE INVESTIGACIÓN 
Determinación de la presencia  y expresión del gen mec A, y su correlación epidemiológica en 
infecciones causadas por Staphylococcus coagulasa negativa en unidades neonatales de Bogotá. 
IDENTIFICACIÓN 
Nombre         H.CLINICA: EPS:                   
DATOS DE LA MADRE                                                                                                       
Edad de la madre                   Paridad   G                           P                   C          E          A              
V                  
CPN          1.0   2.1-3    3. 4-6    4.>7   Infecciones maternas previas   1. Si      2.No 
Infección materna actual   1. Si      2.No       Edad Gestacional (EG)   1.>37   2. 32-36   3 .28-31   4. 
<27 
RPM  1. <12h   2. 12-24h   3.>24h 
EG por Capurro                  Infección Puerperal  1. Si      2.No  Otras Patologías                                                       
DATOS DEL RECIEN NACIDO 
Nacimiento  1.Vaginal  2.Cesárea         Sexo  1.F    2.M      Fecha de nacimiento   
Peso                                       Talla                             cm 
PC                        cm           PT                         cm. 
Apgar Score al 1 minuto                
Apgar Score  a los 5 minutos         
Patologías: Enfermedad membrana Hialina  
                    Prematuridad 
                    Anomalías Congénitas 
                    Otras patologías                                                               
CORRELACIÓN HEMATOLOGICA 
Leucocitos    1. Si      2.No       Leucocitos                         Neutrófilos       
Neutropenia                          Plaquetas                                       Cayademia >8%  1. Si      2.No     
Índices inmaduros sobre maduros > 0.15 1. Si      2.No        PCR                        mg/dl    VSG                  
mm/hora.                                                         
xx 
CULTIVO DE PUNTA DE CATETER 
Fecha de toma de muestra:  
Gérmenes aislados      1.                                                            2.                                                            
3.                                                      4.            
RESULTADOS MIC:             
Sensibles       
 
Resistentes             
 
HEMOCULTIVO 
Fecha de toma de  muestra:                                                          
Gérmenes aislados      1.                                                           2.                                                              
3.                                                               4.                                                          
RESULTADOS MIC:             
Sensibles       
 
Resistentes             
 
TRATAMIENTO ANTIBIOTICO 
Inicio de antibiótico 1. Si      2.No    Cuales                                               
           
Duración del tratamiento                         días                           meses. 
 
 
xxi 
ANTIBIOTICO FECHA DE INICIO FECHA DE 
TERMINACIÓN 
   
   
   
   
DEPARTAMENTO MÉDICO 
 
Neonatología    1. Si      2.No          
UCIN               1. Si      2.No          
DIAGNOSTICO   INFECCIÓN                                                        
Presencia de síntomas de septicemia 
Hipotermia                    1. Si      2.No          
Dificultad respiratoria   1. Si      2.No          
Apnea             1. Si      2.No          
Ictericia           1. Si      2.No          
Prematuridad  1. Si      2.No          
Alteraciones neurológicas y convulsiones  1. Si      2.No          
Inapetencia  1. Si      2.No          
Meningitis     1. Si      2.No          
Bacteremia   1. Si      2.No          
ESTADO DE SALIDA 
Vivo a casa       1. Si      2.No          
Vivo a otro hospital      1. Si      2.No          
Salida contra el concejo médico   1. Si      2.No          
Muerte   1. Si      2.No          
DURACIÓN HOSPITALARIA     días                      meses 
ANALISIS DEL CASO 
Septicemia temprana    1. Si      2.No          
Septicemia tardía           1. Si      2.No          
Otros  
(70,73). 
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                                      Anexo 2. Consentimiento informado 
 
UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA 
               PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLÍNICO 
 
CONCORDANCIA ENTRE LA EXPRESIÓN DEL GEN mec A DETERMINADA POR             
PCR EN TIEMPO REAL EN AISLAMIENTOS CLÍNICOS DE STAPHYLOCOCCUS 
COAGULASA NEGATIVA Y EL PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD MICROBIANA 
 
INFORMACION A LOS PADRES DE LOS NEONATOS PARTICIPANTES DEL 
PROYECTO. 
 
Estimados Padres:  
El grupo de investigación REMA (Relaciones microbianas y epidemiológicas aplicadas al 
laboratorio clínico y molecular), ha planeado el desarrollo de un trabajo que permita ampliar el 
conocimiento  de algunas  bacterias   y la   manera como se defiende su hijo frente a la infección.  
Esta investigación se considera de riesgo mínimo debido a que  en el momento que se sospeche la 
infección,  junto con  los exámenes de laboratorio clínico ordenados por el médico tratante se 
tomarán las muestras requeridas para el cultivo de estos microorganismos. En caso de que usted 
acepte que su hijo participe en esta investigación,  se tomará la muestra. Si no acepta 
participar, el manejo de su niño será el establecido en el protocolo de manejo institucional sin 
que exista ningún detrimento en su atención. 
 
El participar en este trabajo no va  a significarle un beneficio inmediato a su niño ni va a recibir 
ningún tipo de estimulo económico. Sin embargo, el conocimiento que se derive de esta 
investigación  será de gran utilidad en el manejo de las infecciones  a los  recién nacidos. 
Los resultados obtenidos serán mantenidos en reserva a menos que este resultado signifique un 
beneficio adicional en el tratamiento del niño. 
Hago constar que he sido informado de la investigación, de sus riesgos y sus beneficios, que lo he 
comprendido claramente y que en caso de alguna duda puedo comunicarme con las bacteriólogas 
Janeth Navarrete 3103439504,  Gladys Pinilla 3134139100 y/o  Liliana Muñoz Tel: 3115210570.  
Igualmente,  en cualquier momento por razones personales  puede dejar de participar en el estudio 
sin que se afecte  la atención de su hijo. 
AUTORIZO 
Nombre__________________      Firma ____________________           
CC_______________________                                       Fecha               ________________ 
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Anexo 3 
 
 
 
Base de datos anexas en CD. 
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